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A diabetes tipo 2 é uma patologia complexa que apresentou uma crescen-
te prevalência nas últimas décadas e está associada a doenças vasculares. 
As doenças macrovasculares representam actualmente a principal causa de mor-
talidade na diabetes tipo 2. A disfunção endotelial, caracterizada genericamente 
pela reduzida disponibilidade de óxido nítrico (NO), é uma condição que precede 
o desenvolvimento de lesões sintomáticas e como tal, um marcador precoce de 
doença macrovascular. A hiperglicemia, dislipidemia, stress oxidativo, insulino-
-resistência estão na génese do desenvolvimento de doenças macrovasculares. 
Assim como a acumulação e a formação de produtos finais de glicação avançada 
(AGEs) devido à hiperglicemia prolongada.
 Com o aumento da compreensão patológica subjacente à disfunção endotelial, 
novas abordagens terapêuticas estão a ser alvo de estudo, como é o caso da 
piridoxamina. A descoberta de que a piridoxamina pode inibir reacções de glica-
ção e consequentemente a formação de AGEs, estimulou o interesse por este 
composto, numa perspectiva de potencial agente farmacológico no tratamento 
de doenças vasculares associadas à diabetes. No entanto, a sua potencial acção 
farmacológica ao nível macrovascular permanece ainda por esclarecer.
Assim, este estudo teve como principal objectivo investigar o potencial efeito 
farmacológico da piridoxamina nos marcadores de função endotelial, stress oxi-
dativo e glicação, num modelo animal de diabetes tipo 2, os ratos Goto-kakizaki 
(GK) e no respectivo modelo animal não diabético, os ratos Wistar (W).
Para tal, os ratos W e GK com 6 meses de idade foram sujeitos ao tratamento 
com piridoxamina durante 4 semanas. Os efeitos da piridoxamina foram inves-
tigados no relaxamento vascular dependente e independente do endotélio em 
segmentos de artéria aorta dos diferentes grupos. O perfil metabólico, a acumula-
ção de Nε-carboximetil lisina (CML), a expressão do receptor para AGEs (RAGE), 
a actividade da enzima óxido nítrico sintetase endotelial (eNOS), os níveis de 
stress oxidativo, a integridade da via de sinalização cGMP/NO e os parâmetros 
da função renal foram avaliados. 
Previamente demonstrou-se que os ratos GK apresentavam uma disfunção 
endotelial, elevados níveis de stress oxidativo e de CML e alterações na via 
de sinalização do cGMP/NO (Sena et al, 2011). Neste estudo verificou-se que 
o tratamento com piridoxamina diminuiu os níveis de triglicerídeos e os níveis 
de stress oxidativo nos diferentes grupos de estudos. Por outro lado, nos ratos 
diabético a piridoxamina melhorou o vasorelaxamento dependente do endotélio 
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e aumentou a sensibilidade no vasorelaxamento independente do endotélio. 
Para além disso, verificou-se que a piridoxamina reduziu os níveis de CML nos 
ratos GK tratados que foi acompanhada pela diminuição da expressão dos níveis 
de RAGE nos segmentos da artéria aorta.
 A via de sinalização do cGMP/NO nos ratos GK tratados com piridoxamina é 
revertida o que por si só explica os resultados positivos observados no vasorelaxa-
mento dependente do endotélio nos ratos GK tratados. Este estudo, permite concluir 
que a piridoxamina reestabelece a função endotelial e melhora significativamente 
os níveis de glicação e de stress oxidativo e reduz a dislipidemia nos ratos GK 
tratados. A piridoxamina pode assim, vir a ser considerada como uma terapêutica 
adicional no tratamento da disfunção endotelial macrovascular na diabetes tipo 2.




Type 2 diabetes is a complex pathology that showed an increasing prevalence in 
recent decades and is associated with vascular disease. Macrovascular diseases 
currently represent the leading cause of mortality and morbidity in type 2 diabe-
tes. Endothelial dysfunction, characterized generally by the reduced availability 
of nitric oxide (NO), is a condition that precedes the development of symptomatic 
lesions and as such, an early marker of macrovascular disease. Hyperglycemia, 
dyslipidemia, oxidative stress, insulin resistance are at the root of the development 
of macrovascular disease. Just as the accumulation and formation of advanced 
glycation end products (AGEs) due to prolonged hyperglycemia. 
With increased understanding of the underlying pathological endothelial dys-
function, new therapeutic approaches are to be investigated, as is the case of 
pyridoxamine. The discovery that pyridoxamine can inhibit glycation reactions and 
consequently the formation of AGEs, stimulated new interest in this compound from 
the perspective of a potential pharmacological agent in the treatment of vascular 
diseases associated with diabetes. However, its potential pharmacological action 
on macrovascular level remains to be fully elucidated.
Therefore, this study aimed to investigate the potential pharmacological effect of 
pyridoxamine on markers of endothelial function, oxidative stress, and glycation, in 
an animal model of type 2 diabetes, rats Goto-kakizaki (GK) and in the respective 
non-diabetic controls, normal Wistar rats (W). 
To this end, W and GK rats at 5 months of age were subjected to treatment 
with pyridoxamine for 4 weeks. The effects of pyridoxamine vasorelaxation were 
investigated in endothelium-dependent and independent segments of the aorta of 
the different groups. The metabolic profile, the accumulation of Nε-carboxymethyl 
lysine (CML), the expression of the receptor for AGEs (RAGE), the activity of the 
enzyme nitric oxide synthase (eNOS), levels of oxidative stress, the integrity of 
cGMP/NO pathway and renal function were evaluated. 
Previously it was demonstrated that GK rats showed endothelial dysfunction, 
high levels of oxidative stress and CML and alterations in cGMP/NO signaling 
pathway (Sena et al., 2011). In this study, treatment with pyridoxamine decreased 
triglyceride levels and oxidative stress in the different study groups. In diabetic GK 
rats, pyridoxamine was able to improve the endothelium-dependent vasorelaxation 
and increased sensitivity in endothelium-independent vasorelaxation. In addition, 
we found that pyridoxamine reduced levels of CML treated GK rats were accom-
panied by decreased expression levels of RAGE in the segments of the aorta.
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The cGMP / NO signaling pathway in GK rats treated with pyridoxamine is re-
versed which explains and reinforces the positive results observed in endothelium-
-dependent vasorelaxation. This study enabled the conclusion that pyridoxamine 
restores endothelial function and significantly improves the levels of glycation and 
oxidative stress and reduces triglicerides in GK treated rats. Pyridoxamine can 
be an additional therapeutic option in the treatment of macrovascular endothelial 
dysfunction in type 2 diabetes.
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AGE-R1 Receptor para AGE oligossacaril transferase 48
AGE-R2 Fosfoproteína 80 K-H
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ALEs Produtos finais de lipoxidação avançada
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cGKs Proteínas cinases dependentes de cGMP
cGMP Monofosfato de Guanidina Cíclico
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eNOS Óxido nítrico sintetase endotelial
ERK Cinase Regulada por sinal extracelular
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Fe3+  Ferro
FMN Mononucleótido de Flavina
GK  Goto-Kakizaki
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H2O2 Peróxido de hidrogénio
HbA1c Hemoglobina glicosilada
HMGB1 High mobility group 1 
HNE Hidroxinonenal
HO•  Radical hidroxilo
Hsp 90 Heat-shock Protein 90
ICAM Molécula de adesão intracelular
IFN-g Interferão-g
IL  Interleucina
iNOS Óxido nítrico sintetase indutível 
IR  Receptor tirosina cinase
IRS-1 Substrato receptor de insulina 1
JAK Janus Cinase
JNK Cinase do factor de transcrição c-Jun
K+  Potássio
LAM Molécula de adesão leucocitária
LDL Lipoproteína de baixa densidade
L-NAME Nw-Nitro-L-arginina
LOX-1 Lectin-like oxidized LDL receptor-1
LR-90 Metileno bis 4,4’- (- 2 clorofenilureído fenoxisobutírico)
MAPK Cinases das proteínas activadoras da mitogénese
MCP-1 Proteína de quimioatracção de monócitos 1




MOLD Dímero metilglioxal lisina
NAD(P)H Dinucleótido  de nicotinamida e adenina (fosfato)
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NO  Óxido nítrico
NOS Óxido nítrico sintetase
O2  Oxigénio
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oxLDL  Lipoproteínas de baixa densidade oxidadas
P  Piridoxamina
PAI-1 Inibidor do activador do plasminogénio 1
PBS Tampão fosfato alcalino
PGH2 Prostaglandina H2
PGI2 Prostaciclina
PHE    Fenilefrina
PI3K Fosfatidilinositol 3-Cinase
PKC Proteína cinase C
RAGE   Receptor dos produtos finais de glicação avançada
ROS    Espécies reactivas de oxigénio
Ser  Serina
sGC Guanilato ciclase solúvel 
SNP Nitroprussiato de sódio
sRAGE Forma solúvel do receptor de AGEs
STAT  Proteína transdutora de sinal e activadora de transcrição
TGF- β Transforming growth factor β
Thr  Treonina
TNF  Factor de necrose tumoral 
t-PA Activador do plasminogénio tecidual
TXA2 Tromboxano A2
VASP Fosfoproteína estimulada por vasodilatação
VCAM Molécula de adesão das células vasculares 
VEGF Factor de crescimento do endotélio vascular
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31� Diabetes tipo 2
A diabetes tipo 2 está a emergir rapidamente como um dos mais sérios desafios 
globais de saúde pública do século XX (Saini, 2010). Esta doença multifactorial é 
responsável pela mortalidade e morbilidade de 8% da população mundial, cons-
tituindo um grave problema económico em todo o mundo (Negre-Salvayre et al, 
2009). O número de pessoas com diabetes tipo 2 cresce a cada ano em resposta 
a diversos factores, como:o envelhecimento, o sedentarismo e a obesidade po-
pulacional. Estima-se que o número de pessoas que sofrem de diabetes tipo 2 
aumente de aproximadamente 171 milhões em 2000, para 366 milhões em 2030 
(Baker et al, 2009; Wild et al, 2004), sendo a faixa etária com idades superiores 
a 65 anos a que apresenta um maior crescimento (Wild et al, 2004). 
A diabetes tipo 2 é uma doença metabólica complexa e heterogénea (Newshol-
me et al, 2007) caracterizada pelo desenvolvimento progressivo de insulino-resis-
tência que define a incapacidade de utilização de glicose durante a exposição a 
insulina por parte dos tecidos (Baker et al, 2009), deficiente produção de insulina 
por parte das células β (Meeuwisse-Pasterkamp et al, 2008) e hiperglicemia (Va-
lace & Palace, 2002). A hiperglicemia associada a alterações no metabolismo dos 
hidratos de carbono, induz alterações em diversos tecidos, de particular relevância 
as doenças macrovasculares e microvasculares (Negre-Salvayre et al, 2009). 
Os factores ambientais também apresentam um papel preponderante no 
desenvolvimento de diabetes tipo 2 (Negre-Salvayre et al, 2009), para além da 
predisposição genética, a idade, a obesidade, a hipertensão, a dislipidemia e a re-
duzida prática de actividade física são importantes factores de risco (Cheng, 2005).
Contudo, é difícil estabelecer os mecanismos moleculares que estão associados 
à diabetes tipo 2 devido aos múltiplos factores envolvidos. Por outro lado, os estu-
dos realizados são maioritariamente efectuados em roedores, dificultando a extra-
polação para humanos, uma vez que, existem diferenças significativas nos meca-
nismos e consequentemente nos processos metabólicos (Guilherme et al, 2008).
2� Doenças Vasculares associadas à diabetes tipo 2
A diabetes tipo 2 não é apenas uma doença metabólica mas também uma doença 
vascular (Srikanth & Deedwania, 2007). Está associada a diversas complicações 
microvasculares, designadamente, retinopatia, nefropatia, neuropatia (Cade, 2008; 
Ergul, 2011) e macrovasculares, nomeadamente, doença cardiovascular, doença 
cerebrovascular (Soldatos & Cooper, 2006), aterosclerose (Creager et al, 2003) e 
obstrução vascular periférica (Cade, 2008; Ergul, 2011; Soldatos & Cooper, 2006).
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As doenças macrovasculares afectam a estrutura e a função dos grandes va-
sos, artérias e veias, contrariamente às doenças microvasculares que afectam 
pequenos vasos, como os capilares (Cade, 2008). As doenças macrovasculares 
são o principal problema clínico, desenvolvendo-se em mais de 50% da população 
que sofre de diabetes tipo 2 e são responsáveis por 50% a 60% da mortalidade 
(Soldatos & Cooper, 2006). As doenças cardiovasculares constituem a principal 
causa de morte em doentes que sofrem de diabetes tipo 2 (Hartge et al, 2007). 
Estes doentes apresentam um risco 4 vezes superior de desenvolverem doenças 
cardiovasculares, comparativamente à população normal (Cade, 2008). 
Os principais factores para o desenvolvimento de doenças vasculares associa-
dos à diabetes tipo 2 incluem insulino-resistência, obesidade, dislipidemia, hipe-
rinsulinemia, síndrome metabólica, hipertensão, hiperglicemia e tabagismo (van 
der Oever et al, 2010). A hiperglicemia crónica desempenha um papel importante 
nas complicações vasculares (Cade, 2008), devido aos seus efeitos adversos que 
afectam principalmente, as células endoteliais. Estas em condições de hiperglice-
mia; aumentam a formação de espécies reactivas de oxigénio (ROS) e o stress 
oxidativo implicado na formação de produtos finais de glicação avançada (AGEs) 
e na interacção de AGEs com o seu receptor (RAGE) (Negre-Salvayre et al, 2009).
Para além da hiperglicemia, todos os factores mencionados anteriormente, 
permitem o desenvolvimento de um estado constante e progressivo de lesões 
na parede vascular, que se manifesta pelo desenvolvimento de disfunção endo-
telial (van der Oever et al, 2010). A disfunção endotelial é um marcador precoce 
e como tal desempenha um papel importante no desenvolvimento de doenças 
macrovasculares (Ergul, 2011). As doenças macrovasculares estão associadas, 
à acumulação de AGEs, a alterações na vasodilatação devido à diminuição da 
biodisponibilidade do óxido nítrico (NO), à disfunção das células musculares lisas, 
a elevada produção de factores de crescimento endotelial, a inflamação crónica, 
a danos na fibrinólise e aumento da agregação plaquetar (Cade, 2008).
3� Função Endotelial
O endotélio é uma monocamada de células que reveste o lúmen dos vasos 
sanguíneos e forma uma barreira selectiva entre o sangue circulante e os res-
tantes tecidos corporais (Ley & Reutershan, 2006), desempenhando um papel 
crítico na homeostase vascular (van der Oever et al, 2010). No entanto, o en-
dotélio não é uma mera barreira física mas um tecido endócrino, parácrino e 
autócrino metabolicamente activo capaz de produzir substâncias vasoactivas e 
reguladoras que exercem um papel fisiológico activo, interagindo com diversos 
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tipos de células, designadamente, plaquetas, leucócitos e células musculares lisas 
(Ley & Reutershan, 2006; van der Oever et al, 2010).
A regulação do tónus muscular, do equilíbrio entre a coagulação e a fibrinólise, 
da adesão e da migração de leucócitos, da actividade inflamatória são funções 
da responsabilidade das células endoteliais (Schalkwijk & Stehouwer, 2005).
A sua função é caracterizada pelos seguintes aspectos essenciais: i) possui 
um papel anticoagulante que promove a manutenção do sangue num estado 
fluído, ii) controla a troca de células, moléculas e plasma entre o sangue e os 
tecidos corporais, iii) regula o fluxo sanguíneo através da alteração da resistência 
vascular, iv) apresenta um papel na resposta inflamatória a agentes agressores, 
promovendo a transmigração de leucócitos do sangue para os tecidos através da 
expressão de moléculas de adesão e citocinas (Ley & Reutershan, 2006). 
O endotélio produz substâncias vasoactivas que podem mediar a vasoconstri-
ção ou a vasodilatação (Avogaro et al, 2008). A produção de vasodilatadores e 
vasoconstritores geralmente permanece em equilíbrio em condições fisiológicas 
normais (Hsueh & Quiñones, 2003). As substâncias vasodilatadoras produzidas 
pelo endotélio são o NO, a prostaciclina (PGI2) e o factor hiperpolarizante derivado 
do endotélio (EDHF). As substâncias vasoconstritoras produzidas são a endoteli-
na-1 (ET-1), a angiotensina II (Ang II), o tromboxano A2 (TXA2) e a prostaglandina 
H2 (PGH2), (Avogaro et al, 2008; Gerci et al, 2001; Hadi & Suwaidi, 2007; Ley & 
Reutershan, 2006). A manutenção do equilíbrio entre a vasodilatação e a vaso-
constrição é fundamental para a regulação do tónus muscular (Hadi & Suwaidi, 
2007). Este equilíbrio é mantido pelas células endoteliais, integrando estímulos 
que regulam a função hemodinâmica (Busse & Fleming, 2006; Giannottiand & 
Landmesser, 2007).
As células endoteliais estão também envolvidas na produção de moléculas 
específicas que desempenham um papel fundamental na inflamação, designadas 
moléculas de adesão; dentre elas destacam-se as moléculas de adesão leucoci-
tária (LAM), as molécula de adesão intracelular (ICAM) e as moléculas de adesão 
celular vascular (VCAM) (Hadi & Suwaidi, 2007).
A angiotensina II exerce efeitos nas células musculares lisas devido à estimula-
ção da contracção, crescimento, proliferação e diferenciação. Também é respon-
sável pela migração de monócitos e estimulação da produção de ICAM, VCAM e 
LAM (van der Oever et al, 2010). É responsável pelo aumento da expressão da 
proteína de quimioatracção de monócitos 1 (MCP-1) que promove o movimento 
de monócitos para a parede dos vasos sanguíneos, estimula a agregação pla-
quetar e activa a NAD(P)H oxidase que é responsável pela produção de anião 
superóxido (O2•
-) (Hsueh & Quiñones, 2003).
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O endotélio tem um papel proeminente na renovação da integridade da parede 
dos vasos sanguíneos (van der Oever et al, 2010). É responsável pela produção 
de moléculas pró-tromboticas como, o inibidor do activador do plasminogénio 
(PAI-1) e o factor von Willibrand (vWF) (Tabit et al, 2010). Regula a fibrinólise pela 
produção do activador de plasminogénio tecidual (t-PA) e do seu inibidor PAI-1 e 
restringe a activação da cascata de coagulação pela inibição das interacções entre 
trombomodulina/proteína C, sulfato de heparano/anti-trombina e o factor tecidual/
via do factor tecidual (Schalkwijk & Stehouwer, 2005; van der Oever et al, 2010).
3�1  Efeitos vasculares do óxido nítrico 
A vasodilatação mediada por factores produzidos pelo endotélio é conheci-
da desde 1980. No entanto, apenas 7 anos mais tarde se propôs o NO como 
mediador devido ao relaxamento induzido por nitritos em meio ácido na aorta 
de coelhos sujeitos a ablação prévia do endotélio (Moncada & Higgs, 2006). 
O NO é o vasodilatador melhor caracterizado e é provavelmente o mais importante. 
É um gás altamente reactivo e lipofílico (Potenza et al, 2009) que possui um peso 
molecular baixo, difunde-se rapidamente e apresenta um tempo de meia vida de 
apenas alguns segundos (Guerci et al, 2001), sendo o principal responsável pelo 
relaxamento dependente do endotélio (Avogaro et al, 2008).
O NO é um importante vasodilatador com propriedades antioxidantes, anti-pro-
liferativas, anti-inflamatórias, anti-coagulantes e anti-trombogénicas (Dudzins-ki 
& Michel, 2007; Schalkwijk & Stehouwer, 2005),responsável pela regulação de 
uma diversidade de processos celulares e fisiológicos. O NO é um componente 
chave na regulação do tónus vascular do endotélio, da migração e proliferação 
de células endoteliais e degradação da matriz extracelular, na função plaquetar, 
bem como na angiogénese e mitogénese que são cruciais na fisiologia vascular. 
Apresenta ainda a capacidade de inibir a interacção de leucócitos com as pa-
redes dos vasos sanguíneos e deste modo reduz a inflamação e os processos 
pró-trombóticos (Kolluru et al, 2010). A inibição da adesão de leucócitos pelo NO, 
impede a expressão de VCAM-1 e MCP-1 induzida por citocinas (Schalkwijk & 
Stehouwer, 2005). 
3�1�1  Produção de óxido nítrico 
O NO é produzido pela conversão enzimática do aminoácido L-arginina em 
L-citrulina (Potenza et al, 2009). Esta reacção é mediada pelo complexo enzimá-
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tico óxido nítrico sintetase (NOS) (Figura 1) (Avogaro et al, 2006; Dudzinski et al, 
2006; Kolluru et al, 2010; van der Oever et al, 2010). 
Presentemente, são conhecidas três isoformas de NOS. A primeira isoforma da 
NOS foi clonada e purificada no cérebro (NOS neuronal, nNOS), onde se sabe 
que o NO funciona como neurotransmissor. A segunda isoforma, NOS indutível 
(iNOS) foi isolada a partir de macrófagos e tem a particularidade de ser fortemente 
induzida por estímulos pró-inflamatórios e independente de cálcio. Curiosamente, 
a NOS endotelial (eNOS) foi a última a ser caracterizada. É importante salientar 
que todas as isoformas de NOS podem ser encontradas em mais do que um tipo 
de tecido e, para além do endotélio, a eNOS é igualmente expressa em plaquetas 
e no músculo cardíaco (Dudzinski et al, 2006).
Figura 1: Produção de NO pela NOS.
A eNOS é uma enzima que actua como um homodímero funcionalmente e es-
truturalmente dividida em dois grandes domínios: domínio C-terminal reductase 
e o domínio N-terminal oxigenase. O terminal carboxílico é o local de ligação 
para a NADPH, o dinucleótido de adenina flavina (FAD) e o mononucleótido de 
flavina (FMN), enquanto o terminal amínico contém o local de ligação para o 
grupo heme e tetrahidrobiopterina (BH4) e para o seu substrato L-arginina (Li et 
al, 2006). Sendo estes os principais substratos e co-factores funcionais da eNOS 
(Kolluru et al, 2010). Entre estes dois domínios encontra-se o local de ligação à 
calmodulina (CaM), que desempenha um papel fundamental na estrutura e função 
desta enzima (Figura 2) (Li et al, 2006). 
Introdução
98
Figura 2: Estrutura da enzima eNOS.
A eNOS é activada pelo aumento da concentração de cálcio (Ca2+) (Kolluru et 
al, 2010) induzido pela ligação de agonistas a receptores acoplados a proteínas 
G (Nacci et al, 2009). O Ca2+ liga-se à CaM (Nacci et al, 2009), e seguidamente o 
complexo Ca2+/CaM interage com uma região específica da eNOS que promove a 
dissociação da enzima da proteína scaffolding caveolina-1 (Cav-1) e desencadeia 
a produção de NO (Nacci et al, 2009) (Figura 3).
A ligação da CaM à enzima no seu domínio de ligação permite o fluxo de 
electrões do domínio reductase para o domínio oxigenase sendo depende da 
fosfosforilação e desfosforilação (Kolluru et al, 2010). Durante muito tempo con-
siderou-se a eNOS uma enzima estritamente dependente do complexo Ca2+/CaM 
(Nacci et al, 2009, Potenza et al, 2009).
Um aumento dos níveis intracelulares de Ca2+ activa a CaM que fosforila os resí-
duos de serina (Ser), treonina (Thr), respectivamente, Ser617, Ser635, Ser1177 e 
Thr497 (utilizando a sequência de numeração de aminoácidos humana) conduzindo 
a activação da eNOS (Atochin & Huang, 2010; Kolluru et al, 2010). A fosforilação do 
resíduo de aminoácido Thr495, produz uma diminuição da actividade enzimática 
da eNOS (Kolluru et al, 2010), que interfere na ligação da CaM ao seu domínio de 
ligação (Förstermann, 2010). Por sua vez, a desfosforilação da Thr495, estimulada 
pela histamina e bradicinina, está associada com o aumento dos níveis de Ca2+ e 
consequentemente com o aumento da actividade da eNOS (Förstermann, 2010).
A actividade catalítica da eNOS é influenciada pela sua localização sub-celular 
nas caveolae (Michael et al, 1997). As caveolae são invaginações da membrana 
plasmática ricas em colesterol e esfingolípidos (Dudzinski & Michel, 2007; Kolluru 
et al, 2010) presentes em todas as células endoteliais (Avogaro et al, 2008). 
Nestas estruturas está presente a proteína Cav-1 que interage com a eNOS 
inibindo reversivelmente a sua actividade (Michael et al, 1997).O processo de 
ligação da eNOS à Cav-1 nas caveolae é facilitado pela palmitoilação e miristoi-
lação (Kolluru et al, 2010). 
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Figura 3: Formação de NO nas células endoteliais (Adaptado de Vicent et al, 2003).
Nas caveolae a eNOS é dependente da miristoilação irreversível da glicina no 
seu N-terminal, seguida de palmitoilação dos resíduos de cisteína (Cys), Cys15, 
Cys26. A N-miristoilação da eNOs é catalizada pela N-miristoiltransferase que 
reconhece uma sequência específica no N-terminal (Michel & Vanhoutte, 2010). 
A miristoilação é absolutamente necessária para a actividade da eNOs na mem-
brana, enquanto a palmitoilação determina a localização subcelular da eNOS 
(Kolluru et al, 2010). A compartimentalização da eNOS nas caveolae é neces-
sário para a interacção com proteínas reguladoras, para a transdução de sinais 
dependentes de fosforilação e de Ca2+ (Kolluru et al, 2010) e como barreira para 
as células endoteliais (Avogaro et al, 2008) 
A inibição da eNOS é contrariada pela CaM num processo adjuvado por Heat-
-shock Protein 90 (Hsp 90) (Michael & Vanhoutte, 2010). A Hsp 90 é uma chape-
rona envolvida no tráfico e no folding de proteínas, modula a actividade da eNOS 
pelo aumento da afinidade da ligação da CaM à eNOS e o equilíbrio entre saída 
de NO e de O2•
- (Dudzinski & Michel, 2007). 
A actividade da eNOS pode ser induzida por diversos agonistas como, a aceti-
lcolina, insulina, estrogénios, trombina, Ca2+, adenosina trifosfato (ATP), bradici-
nina (Bdk), entre outros (Figura 3) (Atochin & Huang, 2010; Kolluru et al, 2010;). 
A Bdk, os estrogénio e a insulina activam a eNOS pela via de activação do fos-
fatidilinositol 3-cinase (PI3K)/ proteína cinase B (Akt). A Akt fosforila a eNOS no 
resíduo Ser1177 aumentando a sua actividade (Tabi et al, 2010).
Uma vez produzido, o NO difunde para as células musculares lisas, liga-se 
aos grupos heme do heterodímero α/β (Riad et al, 2008) da enzima guanilato 
ciclase solúvel (sCG) que é um importante receptor para esta molécula sinali-
zadora (Avogaro et al, 2008), activando-a e conduzindo à conversão de guano-
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sina trifosfato (GTP) a guanosina monofosfato cíclico (cGMP) (Riad et al, 2008; 
Schäfer et al, 2010). O cGMP induz a diminuição da concentração de Ca2+ pro-
movendo o vasorelaxamento das células musculares lisas (Guerci et al, 2001). 
O vasorelaxamento resulta da abertura dos canais de potássio (K+) dependentes 
de ATP e consequente hiperpolarização da membrana das células musculares 
lisas que inibe a entrada de Ca2+. Além da vasodilatação, o NO inibe a activação, 
secreção e agregação de plaquetas, previne a adesão de leucócitos e inibe a 
migração e proliferação das células musculares lisas (Potenza et al, 2009).
3�2  Disfunção endotelial
Como já foi referido, o endotélio é um tecido activo com funções fisiológi-
cas importantes na manutenção do equilíbrio hemodinâmico e hemostático. 
O desempenho anómalo das suas funções é definido com disfunção endotelial, 
caracterizado clinicamente pela incapacidade das células endoteliais conduzirem 
a vasodilatação adequada quando estimuladas. Esta disfunção pode ser provo-
cada por stress bioquímico ou físico (Yang & Ming, 2006), desequilíbrio entre a 
libertação de vasodilatadores e vasodilatadores (Jansson, 2007; Yang & Ming, 
2006), aumento da proliferação das células musculares lisas e aumento do es-
tado pró-inflamatório e pró-trombótico no vaso sanguíneo (Yang & Ming, 2006). 
A disfunção endotelial é considerada o primeiro passo na progressão da aterosclero-
se e doenças cardiovasculares (Potenza et al, 2009). Na disfunção endotelial verifi-
ca-se um aumento das interacções com os leucócitos e as células musculares lisas. 
O endotélio perde as suas propriedades fisiológicas desenvolvendo-se um 
estado de vasoconstrição, inflamação, coagulação, trombose e proliferação 
(Potenza et al, 2009; van der Oever et al, 2010). 
O principal marcador da disfunção endotelial é a diminuição da biodisponibili-
dade de NO, devido a uma redução da sua produção e/ou a uma perda da sua 
actividade biológica (van der Oever et al, 2010). A redução da bioactividade do 
NO pode resultar da diminuição da expressão da eNOS, da reduzida quantidade 
de co-factores e substratos para a eNOS, de danos na activação da eNOS e do 
consumo de NO pelas ROS (Jansson et al, 2007; Potenza et al, 2009).
4�  Mecanismos moleculares associados à disfunção endotelial
A disfunção endotelial surge na diabetes tipo 2 (Sena et al, 2008) associada a 
diversos factores como a insulino-resistência, a hiperglicemia, a hipertensão, a 
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dislipidemia, a inflamação (Jansson, 2007; van der Oever et al, 2009) e o stress 
oxidativo (Tabit et al, 2010).
4.1 Stress Oxidativo
O stress oxidativo está aumentado na diabetes e apresenta-se como a 
base para o desenvolvimento das suas complicações (Avogaro et al, 2008). 
Caracteriza-se pelo desequilíbrio entre os sistemas que produzem oxidantes e 
os mecanismos de defesa antioxidantes, resultando no aumento da produção de 
ROS, redução da protecção antioxidante e incapacidade de reparação dos efeitos 
produzidos pelas ROS (van der Oever et al, 2010). Em condições normais, existe 
um equilíbrio este as espécies oxidantes e antioxidantes para a manutenção da 
homeostase (Dröge et al, 2002). As ROS são produtos do metabolismo do oxigénio 
(O2) celular e podem produzir efeitos benéficos e prejudiciais (Fatehi-Hassanabad 
et al, 2010). Podem interagir com vias de sinalização intracelular envolvidas no 
controlo da função vascular, causando danos nos lípidos, no DNA e nas proteínas. 
O O2•
- e o peróxido de oxigénio (H2O2) são as principais ROS que intervêm na 
função vascular (Dröge et al, 2002). O O2 é responsável pela produção de O2•
-, 
que posteriormente pode ser convertido a H2O2 pela superóxido dismutase, a 
radical hidroxilo (HO•) pela reacção de Fenton e de Haber Weiss e a peroxinitrito 
(ONOO-)  pela reacção directa com o NO (Frey et al, 2009).
As ROS são pequenas moléculas de elevada reactividade devido à pre-
sença de electrões desemparelhados, sendo produzidas dentro das células 
através de diversas vias metabólicas e vias enzimáticas (Avogaro et al, 2008). 
A principal fonte de produção de ROS é a fosforilação oxidativa mitocondrial. O 
sistema de fosforilação oxidativa inclui cinco complexo multi-enzimáticos, deno-
minados, complexo I, II, III, IV e ATP sintetase (Fatehi-Hassanabad et al, 2010). 
Aproximadamente 4% do O2 consumido na mitocôndria é convertido em ROS 
(Shen, 2010) e apenas 1 a 2% dos electrões transportados ao longo dos comple-
xos enzimáticos, são capazes de reduzir o O2 a O2•
- que é captado e convertido 
a H2O2 pela superóxido dismutase. A produção de O2•
- ocorre principalmente 
no complexo I (NADP desidrogenase) e no complexo III (ubiquinol-citocromo c 
oxiredutase) (Ballinger et al, 2002).
Para além da fosforilação oxidativa na mitocôndria as ROS podem ser produzi-
das pelas oxidases, designadamente, xantina oxidase, cicloxigenase, lipoxogena-
se, mieloperoxidases, citocromo P450, hemeoxigenases, peroxidases, NADPH oxi-
dase ou por desacoplamento da eNOS (Avogaro et al, 2008; Fatehi-Hassanabad 
et al, 2010; Negre-Salvayre et al, 2009). Entre estas enzimas a NADPH oxidase 
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é a principal fonte de produção de ROS nas células endoteliais (Frey et al, 2009). 
Evidências sugerem a correlação entre a actividade da NADPH oxidase e o de-
senvolvimento de disfunção endotelial e de aterosclerose (Avogaro et al, 2008).
Os níveis de ROS e os seus efeitos biológicos são regulados pela capacidade 
antioxidante dos sistemas biológicos em neutralizar, eliminar e reparar os danos 
causados nas células pelos ROS (Negre-Salvayre et al, 2009). Os sistemas an-
tioxidantes celulares incluem sistemas de enzimas antioxidantes, nomeadamente, 
superóxido dismutase, glutationa peroxidase, catálase, tioredoxinas, assim como 
compostos não enzimáticos, α-tocoferol, β-caroteno, ascobarto e glutationa 
(Frey et al, 2009; Negre-Salvayre et al, 2009).
O aumento do stress oxidativo na estrutura vascular origina danos na biodispo-
nibilidade de NO (Tabit et al, 2010). A biodisponibilidade de NO é determinada pelo 
equilíbrio entre a produção de NO pela eNOS e a redução do NO pelas ROS, par-
ticularmente o O2•
-. A eNOS cataliza a transferência de electrões da NADPH para 
o grupo prostético heme. Esta enzima requer o co-factor BH4 para a transferência 
de electrões para a L-arginina e produção de NO (Fatehi-Hassanabad et al, 2010). 
A produção de NO é uma reacção acoplada com a reacção de dimerização da 
eNOS que é estabilizada pelo co-factor BH4. O desacoplamento da eNOS aumen-
ta a produção de O2•
- e consequentemente reduz a produção de NO (Tabit et al, 
2010). O O2•
- reage rapidamente com o NO produzindo H2O2 (Tabit et al, 2010). 
O O2•
- e o H2O2 são responsáveis pela oxidação da BH4 (Förstermann, 2010), 
conduzindo ao desacoplamento da eNOS resultante da transferência de elec-
trões para o O2 em vez da transferência para a L-arginina (Potenza, et al, 2009), 
aumentando a produção de O2•
-  que reduz a disponibilidade de BH4 e promove o 
stress oxidativo (Tabit et al, 2010). O stress oxidativo resulta então numa reduzida 
biodisponibilidade de NO por uma combinação de eliminação directa e diminui-
ção da sua produção, comprometendo assim a função endotelial (Wallace et al, 
2010). O desacoplamento da eNOS no endotélio promove a disfunção endotelial 
e o stress oxidativo (Fatehi-Hassanabad et al, 2010).
4�2  Insulino-Resistência 
A insulina é uma hormona vasoactiva que apresenta uma importante acção na 
estimulação da produção de NO no endotélio e por sua vez na vasodilatação, no au-
mento do fluxo sanguíneo e na captação de glicose pelo músculo-esquelético (Kim 
et al, 2006). A via de produção de NO no endotélio é regulada pelo sinal da insulina. 
A produção de NO em resposta à insulina resulta na activação do receptor tirosina 
cinase (IR), que conduz à fosforilação do substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1). 
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Em seguida, há o recrutamento e a activação da via de sinalização PI3K, que 
fosforila e activa a Akt (Potenza et al, 2009) através do PDK-1 (Jansson, 2007). 
A Akt fosforila directamente a eNOS nos resíduos de Ser1177, resultando num 
aumento da actividade da eNOS e na produção de NO (Potenza et al, 2009). 
Na presença de diabetes tipo 2 e insulino-resistência a activação da eNOS 
pela via PI3K/Akt é inibida, devido a alterações no IRS-1 e na via de sinalização 
dependente de PI3K resultando na redução da produção de NO nas células endo-
teliais e na diminuição da translocação do transportador de glicose (GLUT 4) nos 
tecidos periféricos, promovendo-se a disfunção endotelial e a insulino-resistência 
periférica (Kim et al, 2006). Nas células endoteliais, a insulina activa também a via 
cinase das proteínas activadoras da mitogénese (MAPK) através da GTPase Ras. 
Esta via de sinalização está associada com a expressão de ET-1 e de moléculas 
de adesão (Potenza et al, 2009). 
Por sua vez, a insulino-resistência está associada com o aumento da libertação 
de ácidos gordos livres do tecido adiposo que resulta em dislipidemia, também 
esta um factor de risco de disfunção endotelial. Os ácidos gordos livres promovem 
a disfunção endotelial devido ao aumento da produção de ROS e a activação do 
factor de transcrição NF-ƙB que promove a inflamação e alterações na activação 
da eNOS (Potenza et al, 2009). 
4�3  Hiperglicemia
A hiperglicemia é um factor importante para o desenvolvimento da disfunção 
endotelial. Os efeitos da hiperglicemia são promovidos através das seguintes 
vias: via dos polióis, via da hexosamina, via da proteína C cinase, via dos AGEs. 
Todas estas vias aumentam os níveis de ROS, promovendo o aumento do stress 
oxidativo (Brownlee, M 2005). O stress oxidativo produzido devido à hiperglicemia 
pode causar alterações na actividade enzimática da dimeltilarginina dimetilami-
nohidrolase (DDAH), resultando num aumento de dimetilarginina assimétrica 
(ADMA), devido à sua estrutura similar com a L-arginina, ADMA, actua como um 
antagonista competitivo que se liga ao local catalítico da eNOS e inibe a formação 
de NO (Potenza et al, 2009). 
4�3�1 Via dos polióis
A via dos polióis baseia-se na actividade da enzima aldose redutase, esta 
catalisa a redução de aldeídos tóxicos a álcoois, assim como a redução de gli-
cose a sorbitol. Neste último caso, esta reacção só é activada quando há uma 
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elevada concentração de glicose, devido à reduzida afinidade da aldose redutase 
por glicose. O co-factor da aldose reductase na redução da glicose a sorbitol é a 
NADPH que é oxidada a dinucleótido de nicotinamida e adenina fosfato oxidado 
(NADP+). Após a formação de sorbitol, este é convertido enzimaticamente através 
da enzima sorbitol desidrogenase a frutose, e simultaneamente ocorre a redução 
do dinucleótido de nicotinamida e adenina oxidado (NAD+) a dinucleótido de ni-
cotinamida e adenina reduzido (NADH). 
O consumo de NADPH é importante, uma vez que, está envolvido na 
regeneração de uma importante enzima antioxidante, a glutationa reduzida 
(Browlee, 2005). A glutationa reduzida é uma enzima essencial na regulação do 
pontencial redox intracelular, mantendo os níveis de stress oxidativo reduzidos. 
Os rácios NADPH/NADP+ e NAD+/NADH são de crucial importância na manu-
tenção da homeostase celular, mais especificamente nas reacções de oxidação-
-redução (Kawaito et al, 2009; Negre-Salvayre et al, 2009). O aumento da oxida-
ção do NADPH a NADP+ e NAD+ a NADH devido aos elevados níveis de glicose 
nas células, diminuem a biodisponibilidade de NO (van den Oever et al, 2009). 
A diminuição dos níveis de NADPH induzidos pela via dos polióis conduz a uma 
redução da capacidade celular de regenerar a glutationa redutase, um co-factor 
essencial do equilíbrio redox da célula e finalmente eleva o risco de stress oxida-
tivo intracelular (Negre-Salvayre et al, 2009).
4�3�2 Via da hexosamina
A via da hexosamina está associada à acumulação intracelular de frutose-6-fosfato 
e à sua conversão em glucosamina-6-fosfato através da enzima glutamina fruto-
se-6-fosfato aminotransferase. Por sua vez, a glucosamina-6-fosfato é convertida 
a UDP-N-acetilglucosamina que se liga a resíduos de serina e tirosina de vários 
factores de transcrição, aumentando a actividade do PAI-1 e do transforming 
growth factor β (TGF-β). Estes factores estão associados com o desenvolvimento 
das complicações diabéticas (Brownlee, 2005; Negre-Salvayre et al, 2009).
4�3�3 Via de activação da proteína cinase C (PKC)
A activação da via da PKC pela glicose intracelular é mediada pelo diacilgli-
cerol (DAG). O diacilglicerol é um co-factor crítico para a activação das diversas 
isoformas da PKC. A activação da PKC desencadeada pelos elevados níveis de 
glicose intracelular participa na alteração da função de várias vias reguladoras 
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e da expressão génica (Negre-Salvayre et al, 2009). A activação das diferentes 
isoformas da PKC conduz à diminuição da produção de NO pela inibição da eNOS, 
a aumento dos níveis de ET-1, à activação de diferentes factores, nomeadamente 
TGF-β, PAI-1, factor de crescimento do endotélio vascular (VEGF), NF-ҡB, e de 
de enzimas envolvidas na produção de O2•
- como, a NADPH oxidase (Negre-
-Salvayre et al, 2009; van der Oever et al, 2009). Estes eventos contribuem para o 
aumento do níveis de stress oxidativo e de inflamação que conduzem à disfunção 
endotelial e a respostas patogénicas como, o aumento da produção de colagénio, 
fibrose, deficiente permeabilidade capilar, fluxo sanguíneo e angiogénese (Negre-
-Salvayre et al, 2009), aumento da produção de O2•
- e desacoplamento da eNOS 
(van der Oever et al, 2009).
4�3�4 Produtos finais da glicação avançada 
A glicação, designada também por glicosilação não-enzimática, foi descrita pela 
primeira vez por L. Maillard, no século XX. Esta reacção não enzimática ocorre 
na presença de açúcares redutores, nomeadamente glicose e fructose, que pos-
suem a capacidade de reagir com os grupos amina de várias moléculas biológi-
cas, designadamente, proteínas, ácidos nucleicos e lípidos. Estas moléculas, ao 
sofrerem glicação, alteram as suas propriedades físicas e químicas, assim como, 
a sua função biológica, promovendo entre outros a disfunção endotelial. Através 
de um conjunto de reacções complexas e posteriores rearranjos moleculares, 
a glicação origina os produtos finais de glicação avançada (AGEs) (Brownlee, 
2005; Goldin et al, 2007; Negre-Salvayre et al, 2009). Este tema será abordado 
posteriormente (secção 6).
5� Consequências clínicas associadas à disfunção endotelial 
A disfunção endotelial é considerada o primeiro passo no desenvolvimento 
e na progressão da aterosclerose (Avogaro et al, 2006; Potenza et al, 2009). 
A aterosclerose é uma condição de inflamação crónica iniciada em resposta à dis-
função no endotélio mantida através da interacção entre lipoproteínas modificadas, 
principalmente, lipoproteínas de baixa densidade (LDL), linfócitos T, macrófagos 
e constituintes da parede arterial. As LDL são um factor importante no desenvol-
vimento da disfunção endotelial, uma vez que o aumento da permeabilidade do 
endotélio facilita a acumulação de LDL no espaço subendotelial (Boyle, 2007). 
As LDL são partículas que contêm um núcleo hidrofóbico que contêm triglicerídeos 
e esteres de colesterol, circundadas por uma superfície hidrófilica de fosfolipídos, 
Introdução
1716
colesterol livre e proteínas, principalmente apoliproteína B-100 que interage como 
ligando nos receptores da membrana (Badimón et al, 2009). 
O processo de formação da placa aterosclerótica é um processo comple-
xo (Soldatos & Cooper, 2006). A formação da placa de ateroma inicia-se pela 
acumulação de LDL no espaço subendotelial. As LDL aprisionadas são alvo 
da acção das ROS presentes (Libby, 2002), como O2•
-, H2O2, ONOO
- (Aikawa 
& Libby, 2004) e são oxidadas (oxLDL), consequentemente activam a fago-
citose macrofágica. A subsequente acumulação de oxLDL induz a activação 
de macrófagos que expressam diversas moléculas inflamatórias, factores te-
cidulares, quimiocinas nas plaquetas, células sanguíneas, células endoteliais. 
Todos os factores mencionados contribuem colectivamente para o recrutamento, 
retenção e activação de células inflamatórias na parede vascular e consequente-
mente para o crescimento do ateroma (Libby, 2002). Nas lesões ateroscleróticas 
são produzidos numerosos factores quimiotácteis de monócitos, designadamen-
te, MCP-1 que induz directamente a migração de monócitos para os tecidos. 
Os factores macrophage colony stimulating factor (M-CSF) e granulocyte/macro-
phage colony stimulating factor (GM-CFS) promovem a expressão de receptores 
scavenger que induzem a produção de citocinas como TNF-α, TGF que estimulam 
a divisão celular, as quimiocinas CCL5 activadoras de linfócitos T e as endoteli-
nas. Estes factores contribuem para a activação das células circundantes e para 
a proliferação das células musculares lisas e dos macrófagos. Os monócitos são 
activados por uma diversidade de moléculas pró- e anti-inflamatórias, incluindo 
interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12) e TNF-α, produzidas pelas células da 
camada íntima arterial em resposta à infiltração de lipoproteínas para o espaço 
subendotelial. Em resposta aos factores quimiotácteis libertados, os monócitos 
são mobiliza dos para o endotélio, iniciando o processo de adesão e passagem 
para o espaço subendotelial. Nas áreas de contacto dos monócitos, as células 
endoteliais activadas expressam diferentes factores de crescimento, moléculas 
de adesão e mediadores vasoactivos que regulam as propriedades de adesão 
do endotélio (Bui et al, 2009; Scott, 2004). As LDL são responsáveis pela di-
minuição da biodisponibilidade do NO, por redução da actividade da NOS, ou 
pela degradação do NO para a formação de peroxinitrito (Badimón et al, 2009). 
Quando na íntima arterial, os monócitos expressam receptores para a captura 
de oxLDL, diferenciam-se em macrófagos e posteriormente transformam-se em 
células espumosas, através da acumulação de esteres de colesterol no citoplasma 
dos macrófagos (Packard & Libby, 2008) (Figura 4). 
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Figura 4: Início da disfunção endotelial precursora da aterosclerose 
(Adaptado de Scott, 2004).
Por sua vez, as células espumosas produzem citocinas e factores tecidulares 
que induzem uma resposta inflamatória e imunitária (Scott, 2004). A produção 
de mediadores inflamatórios, designadamente, IL-1, interferão-γ  (IFN- γ ) e o 
factor de necrose tumoral-β (TNF-β), promove a proliferação das células muscu-
lares lisas e de moléculas da matriz extracelular, como o colagénio, que contri-
buem para o crescimento do ateroma e a formação da placa fibrosa envolvente 
(Scott, 2004; Stoll & Bendszus et al, 2006).
O contínuo processo de oxidação de LDL e a sua fagocitose perpetua a formação de 
ROS pelo macrófagos, assegurando a continuidade da formação de oxLDL no espaço 
subendotelial e consequentemente o aumento de células espumosas. Os macrófagos 
segregam protéases, como metaloproteinases (MMPs) que degradam os consti-
tuintes da matriz extracelular (Libby, 2002). Estes mecanismos e particularmente as 
interacções de ligação de ligando-receptor, como por exemplo o sistema Faz-ligando/
Faz-receptor, desencadeiam a apopotose das célulosas espumosas, das células do 
músculo liso, dos linfócitos e macrófagos acumulados nesta região da parede vascular.
A libertação de conteúdos lisossomais e a vesiculação por morte celular, 
actuam nos constituintes extracelulares das células circundantes da parede 
vascular, prolongado a resposta inflamatória e imunitária, contribuindo para a 
instabilidade da lesão aterosclerótica (Figura 5) (Clarke et al, 2006; Tabas, 2005). 
Com a redução da capacidade de reciclagem do tecido, acumulam-se resídu-
os celulares, colesterol livre e lipoproteínas e produtos da matriz extracelular 
Introdução
1918
(Scott, 2004; Tabas, 2005). A capacidade fagocítica não é eficiente e ocorre a 
necrose secundária das células espumosas seguida de coalescência lipídica e 
formação de um núcleo necrótico no centro da lesão aterosclerótica. 
Figura 5: Progressão da aterosclerose (Adaptado de Scott, 2004).
Este núcleo é essencialmente constituído por células mortas e citocinas infla-
matórias que promovem o aumento da inflamação e da instabilidade da placa 
(Schrijvers et al, 2007, Shah 2002) (Figura 6). A ruptura da placa expõe o núcleo 
necrótico e na corrente sanguínea, inicia-se a coagulação e o recrutamento de 
plaquetas e a formação de trombos que podem obstruir parcial ou totalmente o 
vaso sanguíneo (Schönbeck et al, 2000).
Figura 6: Placa aterosclerótica instável (Adaptado de Scott,2004).
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6� Produtos finais de glicação avançada (AGEs) na diabetes
Existe um considerável conjunto de evidências que associam a formação e 
acumulação de AGEs como um factor importante no desenvolvimento das com-
plicações diabéticas (Rahbar & Figarola, 2002). A persistente hiperglicemia, a 
dislipidemia e o stress oxidativo na diabetes actuam conjuntamente para a for-
mação dos AGEs e a sua acumulação (Chang et al, 2009; Thomas et al, 2005).
6�1  Formação de AGEs
Os AGEs são um grupo complexo e heterogéneo de moléculas (Ahmed, 2005) 
formado através de reacções não enzimáticas entre açúcares redutores e resíduos 
amina presentes em lípidos, proteínas e ácidos nucleicos (Goh & Cooper, 2008). 
A via clássica da reacção de Maillard inicia-se pela reacção não enzimática dos 
grupos carbonilo, nomeadamente aldeídos e cetonas inseridos nos açúcares 
redutores com os grupos amina, predominantemente lisina e arginina, presentes 
nas proteínas, lípidos e ácidos nucleicos formando-se proteínas glicosiladas de 
forma reversível denominadas bases de Schiff (Soldatos & Cooper, 2006). As ba-
ses de Schiff são modificadas através de rearranjos que conduzem à produção de 
produtos de maior estabilidade, designados, produtos Amadori (Basta et al, 2004). 
A hemoglobina glicosilada (HbA1c) e a frutosamina são exemplos de produtos 
Amadori (Monnier, 2003). Os produtos Amadori, possuem grupos carbonilo que 
reagem com grupos amina (Monnier, 2003) através de uma série de rearranjos, 
desidratações, e condensações para produzir produtos de forma irreversível 
(Wautier et al, 2004), designados AGEs (Rojas & Morales, 2004) (Figura 7). 
Figura 7: Formação de AGEs pela reacção de Maillard.
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Os açúcares redutores, nomeadamente, a glicose, galactose, frutose, ribose, 
assim como os intermediários do metabolismo dos glícidos, como, glucose-6-fos-
fato, frutose-6-fosfato, ribose-5-fosfato, desoxirribose-5-fosfato e o gliceraldeído, 
os metabolitos da via do poliol, designadamente, frutose ou frutose-3-fosfato e 
compostos carbonilo são capazes de reagir com os grupos amino de moléculas 
biológicas para formar AGEs (Negre-Salvayre et al, 2009). Os AGEs são carac-
terizados de acordo com a sua fluorescência ou não fluorescência e pela sua 
capacidade de formar cross-links (Ahmed, 2005).
Para além da reacção de Maillard, diferentes vias são descritas para a formação 
de AGEs (Peyroux & Sternberg, 2006). Estes podem ser formados através da 
auto-oxidação de monossacáridos, como a glicose. A glicose está em equilíbrio 
com a sua estrutura intermediária, designada enediol, que na presença de me-
tais de transição reage para formar radical enediol. Este radical é oxidado pelo 
O2, produzindo-se compostos dicarbonilo (ceto-aldeído) e O2•
-. Os compostos 
dicarbonilo reagem com os grupos amino das proteínas para formar compostos 
semelhantes aos produtos Amadori, no entanto mais reactivos que são capazes 
de originar AGEs (Ahmed, 2005). Os AGEs também podem ser formados através 
de precursores dicarbonílicos derivados de glicose formados intracelularmente, 
glioxal, metilglioxal (MG) e 3-desoxiglicosona. Actualmente considera-se, a ele-
vada concentração de glicose o evento primário para desencadear a formação 
de AGEs intra e extracelularmente (Brownlee, 2005).
O MG é considerando o principal intermediário dicarbonilo reactivo intracelular 
(Peyroux & Sternberg, 2006). É formado através da glicólise pela reacção de des-
fosforilação de gliceraldeído-3-fosfato e dihidroxiacetona fosfato catalizada pela 
enzima triose fosfato isomerase (Peyroux & Sternberg, 2006). O MG reage com os 
grupos livres lisina para formar AGEs como, carboxietil-lisina (CEL) ou o dímero 
metilglioxal lisina (MOLD) (Peyroux & Sternberg, 2006). Deve salientar-se que, 
durante as reacções que levam à formação de AGEs, formam-se ROS que contri-
buem em simultâneo para o stress oxidativo e para a ocorrência de danos estrutu-
rais e funcionais nas macromoléculas (Hidalgo & Zamora, 2005; Jay et al, 2006).
Para além das fontes endógenas de formação de AGEs mencionadas que são 
a via predominante de formação, estes também podem ser originados através 
de fontes exogéneas (Goh & Cooper, 2008). As fontes exogéneas de AGEs 
são o tabaco e os alimentos processados, especialmente aqueles que são su-
jeitos a elevadas temperaturas (Goh & Cooper, 2008; Magalhães et al, 2008). 
A formação de AGEs nos alimentos é potenciada pelos métodos de confec-
ção que utilizam altas temperaturas e reduzida humidade, sendo os alimentos 
ricos em lípidos os principais contribuintes do conteúdo dietético de AGEs 
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(Goldberg et al, 2004). Dos AGEs ingeridos 10% são absorvidos, destes aproxi-
madamente dois terços são retidos no organismo e apenas um terço é excretado 
na urina, nas seguintes 48 horas (Huebschamann et al, 2006). O fumo do taba-
co é considerado uma importante fonte exogénea (Peppa et al, 2003) devido à 
volatilização de espécies reactivas, os AGEs são absorvidas pelos pulmões e 
interagem com proteínas séricas (Vlassara & Palace, 2002).
Quanto à sua eliminação, os AGEs podem ser eliminados através de diversas en-
zimas (Jakus et al, 2004). Os sistemas enzimáticos responsáveis pela redução dos 
níveis endógenos de AGEs são, a oxaldeído redutase e a aldose redutase envolvi-
das na destoxificação de intermediários dicarbonilo reactivos. O sistema de glioxa-
lases I e II, assim com as amadoriases, frutosamina-3-cinase e a frutosamina oxi-
dase interferem nas reacções de glicação em diferentes etapas (Thornalley, 2003). 
A remoção de AGEs formados nos componentes do tecido é realizada por proteólise 
extracelular ou através de células scavenger que endocitam os AGEs através dos re-
ceptores e após degradação intracelular libertam complexos AGE-péptidos solúveis 
de reduzido peso molecular que são excretados na urina (Vlassara & Palace, 2003).
Apesar dos AGEs terem sido descritos pela primeira vez em 1912 por Louis 
Maillard, a estrutura da maioria dos AGEs continua por estabelecer (Rojas & Mo-
rales, 2004), no entanto, existem duas excepções que são o Nε-carboximetil lisina 
(CML) e a pentosidina que estão bem caracterizados do ponto de vista químico 
(Goh & Cooper, 2008; Rojas & Morales, 2004).
6�2  Receptores para AGEs
Um grupo de proteínas localizadas na membrana plasmática é capaz de ligar 
AGEs. Este grupo é constituído pelo RAGE (receptor para AGEs) e várias proteí-
nas, designadamente, receptor para AGE oligossacaril transferase 48) (AGE-R1), 
fosfoproteína 80K-H (AGE-R2), galectina-3 (AGE-R3) e receptores scavenger 
classe A tipo I e II, receptores scavenger classe B (CD-36) e receptor de lectin-like 
oxidized LDL receptor-1 (LOX-1) (Negre-Salvayre et al, 2009).
O RAGE é considerado o receptor mais importante de ligação para AGEs e 
também o mais estudado (Peyroux & Sternberg, 2006). Pertence à família de 
receptores de imunoglobulina (Ahmed, 2005; Basta et al, 2004; Kalea et al, 2009; 
Negre-Salvayre et al, 2009) e é formado por 394 aminoácidos organizados numa 
extensa região extracelular (Negre-Salvayre et al, 2009), um domínio V variável 
seguido de dois domínios C (C1 e C2) constantes (Kalea et al, 2009; Yan et al, 
2003) (Figura 8), estabilizados por pontes de dissulfito entre resíduos de cisteína 
(Basta et al, 2004). Possui uma região transmembranar caracterizada por um 
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domínio hidrofóbico e uma região citosólica reactiva no terminal carboxílico, que 
é precedido por uma cauda citosólica (Figura 8) (Negre-Salvayre et al, 2009). 
O domínio V do receptor é importante para a ligação de ligandos (Goldin et al, 
2006; Yan et al, 2003) e a região citósólica é crucial na sinalização intracelular 
induzida pelo RAGE (Goldin et al, 2006). O RAGE é expresso na superfície de 
vários tipos de células, como as células endoteliais, as células musculares lisas 
dos vasos, os linfócitos, os monócitos e os neurónios (Rojas & Morales, 2004). 
Em condições fisiológicas, o RAGE é expresso em níveis reduzidos nos tecidos 
e vasos. No entanto, a sua expressão aumenta nos macrófagos, monócitos, 
células musculares lisas e células endoteliais quando há um excesso de AGEs, 
evidenciando um processo de feedback positivo (Goldin et al, 2006; Lin, 2006).
Figura 8: Estrutura do RAGE. (Adaptado de Kalea et al, 2009)
O seu gene está localizado no cromossoma 6 no complexo major de histocompa-
bilidade entre os genes da classe II e III (Goldin et al, 2006; Rojas & Morales, 2004). 
Para além dos AGEs, o RAGE também interage com outros ligandos, como a S100 
calgranulina, a high mobility group B1 (HMGB1/amfoterina) e o péptido β amilóide.
A S100 calgranulina pertence à família de pequenas proteínas que ligam cál-
cio, e estão associadas com o desenvolvimento de inflamação. A HMGB1 é uma 
proteína de ligação nuclear que facilita a transcripção de genes pela estabilização 
da formação do nucleossoma. Estudos recentes, demonstraram que a ligação da 
HMGB1 nas células endoteliais resulta na fosforilação de diversas vias de sinaliza-
ção (MAP cinases, cinase regulada por sinal extracelular (ERK), cinase do factor 
de transcrição c-Jun (JNK) e p38, NF-ƙB) permitindo o desenvolvimento da respos-
ta inflamatória (Rojas & Morales, 2004). A ligação do péptido β amilóide ao RAGE 
induz a formação de stress oxidativo e inflamação (Negre-Salvayre et al, 2009). 
A forma solúvel do RAGE (sRAGE) tem sido identificada nos tecidos humanos. 
Esta corresponde ao domínio extracelular do RAGE, no entanto não possui domínios 
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transmembranares e região citosólica. O sRAGE pode competir com os ligandos do 
RAGE, prevenindo a interacção destes com o RAGE (Maillard-Lefebvre et al, 2009).
Os AGE-R1, -R2, -R3 e os receptores scavenger de macrófagos classe A tipo I 
e II, CD36 são capazes de reconhecer e ligar AGEs, no entanto, não estão envol-
vidos na transdução de sinais após a interacção com os AGEs. Estão associados 
à sua clearance e destoxificação (Goldin et al, 2006).
Relativamente, ao AGE-R1, esta proteína possui 60 KDa (Negre-Salvayre et 
al, 2009). Apresenta um domínio N-terminal extracelular e um domínio C-terminal 
citoplasmático (Goldin et al, 2006). Este receptor está envolvido na clearance, 
degradação e ligação de AGEs específicos (Goh & Cooper, 2008). O AGE-R1 
regula negativamente a resposta inflamatória dos AGEs pela inibição do stress 
oxidativo e da via do NF-ƙB. A diminuição dos níveis de AGE-R1 está associada 
com as complicações diabéticas (Negre-Salvayre et al, 2009). 
O AGE-R2 possui 80-90 KDa (Goldin et al, 2006) é uma proteína cinase e o subs-
trato da tirosina cinase (Negre-Salvayre et al, 2009). Quanto ao AGE-R3 comporta-
-se como um receptor scavenger, tem uma elevada afinidade para AGEs e o seu 
domínio de ligação é no N-terminal (Goldin et al, 2006). A sua expressão é reduzida 
em condições fisiológicas e aumenta na diabetes (Negre-Salvayre et al, 2009). 
O CD36 é um membro da família de receptores scavenger classe B na super-
fície das proteínas, não está envolvida na clearance de AGEs mas na indução de 
stress oxidativo na célula (Goldin et al, 2006). Os receptores scavenger classe A 
tipo I e II são expressos pelos macrófagos e desempenham um papel na captação 
de AGEs nos estados precoces da aterogénese enquanto o RAGE prevalece nas 
lesões avançadas (Negre-Salvayre et al, 2009). O LOX-1 pertence à família de 
receptores scavenger classe E, reconhece LDL oxidadas e AGEs. Estes aumen-
tam a expressão de LOX-1 em ratos diabéticos (Goldin et al, 2006). 
6�3  Mecanismos de acção extracelulares dos AGEs
A matriz extracelular é formada por proteínas que apresentam uma reduzida 
velocidade de turnover como, o colagénio, a elastina, as glicoprotéinas e os pro-
teoglicanos, que são responsáveis pela integridade e elasticidade da parede dos 
vasos. A formação de cross-links entre os AGEs e as proteínas da matriz extrace-
lular conduz a alterações da velocidade de turnover, diminuição da permeabilidade 
e flexibilidade das grandes artérias, resultando em disfunção das mesmas (Negre-
-Salvayre et al, 2009). A formação de cross-links no colagénio como resultado da 
glicação conduz a alterações na estrutura, a aumento da rigidez e a resistência à 
degradação proteolítica. A composição da matriz extracelular é modificada pelos 
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AGEs, aumenta a expressão, de colagénio III, IV, VI e laminina, que possivelmente 
medeia a regulação de citocinas pró-fibróticas (Goh & Cooper, 2008). 
Os AGEs também podem modificar os nucleótidos do DNA, conduzindo à 
redução da síntese de DNA, mutações e citotoxicidade. Os lípidos também 
são alvos dos AGEs, estes alteram a biossíntese e o turnover dos fosfolipídos 
da membrana conduzindo a alterações nas propriedades físicas da mesma 
(Negre-Salvayre et al, 2009).
6�4  Mecanismos de acção intracelulares dos AGEs
A interacção dos AGEs com o seu receptor, RAGE está envolvida na patogénese 
das complicações vasculares na diabetes (Magalhães et al, 2008). Esta ligação 
conduz à activação da NADPH oxidase que por sua vez leva à formação de ROS 
(Basta et al, 2004; Soldatos & Cooper, 2006). 
A interacção de AGEs com o RAGE nas células endoteliais activa o factor de 
transcrição NF-ƙB e múltiplas vias de transdução de sinal intracelulares, que 
incluem a p21ras, a MAP cinases, a PI3K, a cdc42/rac e a janus cinase (JAK)/
proteína transdutora de sinal e activadora de transcrição (STAT) (Basta et al, 2004). 
Os efeitos biológicos resultantes da sinalização AGE/RAGE são dependentes da 
produção de ROS e da activação do NF-ƙB (Negre-Salvayre et al, 2009). No entanto, 
o mecanismo pelo qual o RAGE está associado com a activação do NF-ƙB é hipo-
tético. Contudo, a inibição do RAGE inibe a activação do NF-ƙB (Goldin et al, 2008)
Os AGEs podem prejudicar a função endotelial e conduzir a complicações 
vasculares na diabetes pela redução da biodisponibilidade do NO, por sequestro 
e inactivação do mesmo, por redução da actividade da eNOS, por estimulação 
da produção de moléculas de adesão, designadamente VCAM-1, ICAM-1, e 
promovendo um estado pró-inflamatório e de aumento da expressão do próprio 
RAGE (Goldin et al, 2006; Negre-Salvayre et al, 2009).
6�5  Associação dos AGEs com a aterosclerose
A glicação, a acumulação de AGEs e a interacção dos AGEs com o seu receptor 
RAGE, estão envolvidas na aterosclerose (Ahmed, 2005). O aumento dos níveis 
de LDL glicadas associa-se com o aumento da inflamação e permeabilidade do 
endotélio. As LDL glicadas são captadas pelos receptores scavenger que promo-
vem a formação de células espumosas e de estrias de gordura. O stress oxida-
tivo produzido pela interacção dos AGEs com o seu receptor RAGE, aumenta a 
oxidação das LDL. Para além disso, o stress oxidativo diminui a disponibilidade 
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de NO e o aumento da produção de ONOO- que esta envolvido na disfunção 
endotelial (Goldin et al, 2006).
6�6  Terapêutica para AGEs
Vários compostos têm sido descrito como inibidores de AGEs (Murakoshi et al, 
2006). Estes compostos podem ser divididos em diferentes classes, de acordo 
com o seu mecanismo de acção, nomeadamente os que inibem a formação de 
AGEs a diferentes níveis (aminoguanidina, piridoxamina, OPB-9195 [(6)-2-Isopro-
pilidenohidrazono-4-oxo-tiazolidina-5-ilacetanilido], LR-90 [metileno bis 4,4’ –(–2 
clorofenilureído fenoxisobutírico)]), os que quebram os cross-links entre as prote-
ínas mediadas pelos AGEs (N-fenaciltiazol (BFT), ALT-711 (3-fenacil-4,5-cloreto 
de dimetiltiazol) e os bloqueadores de RAGE (Zieman & Kass, 2004).
6�7  Piridoxamina
A descoberta de que a piridoxamina pode inibir reacções de glicação e a formação 
de AGEs estimulou novos interesses por este composto numa perspectiva de po-
tencial agente farmacológico (Voziyan & Hudson, 2005). A piridoxamina (Figura 9), 
é uma das três formas da vitamina B6 (Chang et al, 2009; Giannouskakis, 2005; 
Wu et al, 2011; Voziyan & Hudson, 2005), foi introduzida por Hudson et al (Khalifah 
et al, 1999) como um inibidor da formação de AGEs a partir de produtos Amadori 
(Murakoshi et al, 2009; Wu et al, 2011). A família da vitamina B6 consiste em 
compostos relacionados estruturalmente, piridoxamina, piridoxina (vitamina B6) e 
piridoxal (Giannouskakis, 2005). A vitamina B6 é a forma cataliticamente inactiva, 
enquanto piridoxal, forma aldeído, e a piridoxamina, forma amina, são catalitica-
mente activas e envolvidas em reacção enzimáticas e não enzimáticas (Jain, 2007).
Figura 9: Estrutura da piridoxamina.
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A síntese da piridoxamina, foi descoberta em 1944 (Giannouskakis, 2005). 
A piridoxamina foi descoberta em tecidos animais e a sua estrutura determinada 
a partir do estudo da piridoxina, a forma da vitamina B6 conhecida até então. 
Em seguida, demonstrou-se a capacidade da piridoxamina e do piridoxal em 
catalizar in vitro reacções de transaminação não enzimática que resulta na inter-
conversão entre aminoácidos e α-cetoácidos. A analogia entre estas reacções in 
vitro e reacções de transaminação descobertas precocemente em tecidos animais, 
conduziu à proposta dos mecanismos gerais das vitaminas B6.
Estes mecanismos estabelecem a piridoxamina como um intermediário transien-
te nas reacções de transaminação. Na ausência de enzima, a reacção catalítica 
requer a ligação e a coordenação a iões metálicos pela piridoxamina, contraria-
mente na presença da enzima há uma estabilização dos complexos intermédios 
pela cadeia de aminoácidos da enzima. A ligação de metais à piridoxamina, a 
pH fisiológico, é possível devido à ionização ácida do grupo hidroxilo fenólico, pK 
de aproximadamente 3,4. A piridoxamina pode formar complexos com diversos 
metais de transição, preferencialmente com o cobre (Cu2+) e o ferro (Fe3+).
A piridoxamina na dieta é consumida sob a forma piridoxamina-5-fosfato que é 
hidrolisada a piridoxamina pela fosfatases intestinais. A piridoxamina é convertida 
de novo a piridoxamina-5-fosfato e, de seguida, a piridoxal-5-fosfato pela acção 
da piridoxamina-5-fosfato oxidase no fígado, e em menor proporção no tecido 
intestinal (Voziyan & Hudson, 2005).
A piridoxamina baseia-se numa estrutura em anel de piridina com substituintes 
hidroxilo, metil, aminometil e hidroximetil. O grupo fenol e aminometil na posição 
3 e 4, respectivamente, são responsáveis pelas propriedades inibitórias que a 
piridoxamina demonstra (Figura 9) (Adrover et al, 2008).Os mecanismos de acção 
da piridoxamina incluem: i) scavenging de uma variedade de carbonilos tóxicos 
derivados da glicose e da peroxidação lipídica derivados da degradação de açú-
cares e de lípidos, ii) inibição do passo seguinte à formação de produtos Amadori 
na reacção de Maillard; iii) inibição da formação de AGEs pelo bloqueio da degra-
dação oxidativa de intermediários Amadori na reacção de Maillard pela ligação de 
iões metálicos que catalizam a reacção, iv) trapping de ROS (Chang et al, 2009, 
Wu et al, 2011; Voziyan & Hudson, 2005;) pela libertação do protão do ião fenolato. 
Estudos recentes mostraram que a piridoxamina compete com os grupos amino 
das proteínas de forma a evitar a glicação e pode capturar α-cetoaldeídos que 
estão envolvidos no desenvolvimento de aterosclerose. Através dos resultados 
obtidos em estudos recentes, supõe-se que a piridoxamina não está envolvida na 
inibição da glicação de proteínas pelo bloqueio dos grupos cetona dos compostos 
Amadori, pelo contrário, a sua acção de inibição na degradação dos compostos 
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Amadori resulta exclusivamente da ligação de iões metálicos que catalizam a 
auto-oxidação dos compostos Amadori (Adrover et al, 2008).
Em estudos de toxicidade, a piridoxamina foi bem tolerada e mostrou um perfil 
favorável de segurança, sem efeitos adversos relatados. A combinação destas 
múltiplas actividades, associada com a segurança da piridoxamina, indica que é 
um promissor candidato na terapêutica das complicações vasculares associadas 
à diabetes (Chang et al, 2009; Voziyan & Hudson, 2005). No entanto, ainda não 
são claros os mecanismos específicos pelos quais a piridoxamina desempe-
nha um papel na prevenção de doenças vasculares em diabéticos (Jain, 2007). 
A piridoxamina inibe a formação de AGEs na nefropatia diabética e ensaios clíni-
cos em fase III foram concluídos em 2004.
Em ensaios pré-clínicos e clínicos a piridoxamina tem demonstrado poten-
cial farmacológico no tratamento da nefropatia diabética, retinopatia diabética 
e hiperlipidemia. No entanto, os mecanismos de acção da piridoxamina in vivo 
permanecem por esclarecer. Portanto, os potenciais efeitos benéficos da pirido-
xamina podem incluir condições, tais como a aterosclerose, o cancro, as doenças 
neurodegenerativas e o envelhecimento (Voziyan & Hudson, 2005).
7� Objectivos
As doenças macrovasculares associadas à diabetes tipo 2 são a principal cau-
sa de morte a nível mundial e acarretam um elevado custo socioeconómico em 
países industrializados. O avultado número de estudos efectuados nas últimas 
décadas permite actualmente um conhecimento profundo sobre os mecanismos 
fisiopatológicos da sua génese e a descoberta de novos fármacos eficazes no 
seu tratamento. O desenvolvimento de meios de diagnóstico e de indicadores de 
risco cada vez mais precoces é de especial importância para uma abordagem 
profiláctica da doença. 
O principal objectivo do estudo foi investigar os efeitos da piridoxamina na dis-
função endotelial de modelos animais com diabetes tipo 2, os ratos Goto-kakizaki 
(GK) e caracterizar alguns dos principais mecanismos de acção associados. 
Procuramos identificar os benefícios terapêuticos da piridoxamina em diferentes 
marcadores de stress oxidativo, na parede das artérias e nos níveis de expres-
são de diferentes proteínas associadas à biodisponibilidade de NO e avaliar o 
impacto da administração de piridoxamina no estado metabólico e inflamatório. 
Para tal, estudou-se em anéis de aorta isolados: a vasodilatação dependente e 
independente do endotélio, os níveis de stress oxidativo, os níveis de expressão 
da enzima responsável pela produção de NO, avaliou-se a integridade da via de 
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sinalização cGMP/NO e os níveis de glicação. Nunca esquecendo a multiplicidade 
de factores de risco e as suas interacções sinérgicas, efectuou-se uma análise 
integrada dos parâmetros referidos com os indicadores bioquímicos e a função 
renal nos diferentes grupos de estudo.
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1�1 Reagentes químicos e imunológicos
Os reagentes utilizados na preparação das soluções, assim como, os restantes 
compostos não referenciados na seguinte lista, adquiriram-se às respectivas em-
presas, Sigma-Aldrich, EUA; Merck Darmstad, Alemanha; Panreac Química SA, 
Espanha, possuindo o mais elevado grau de pureza disponível comercialmente.
Anti-actin monoclonal antibody .........Chemicon Internacional Company,EUA
Anti-CML Monoclonal Antibody ...................................Trans Genic Inc,Japão
Anti-RAGE rabbit polyclonal antibody ............................Abcam, Reino Unido 
Glicose 30% ...........................................................................Braun, Portugal
Phospho-eNOS (Ser 1177) Antibody ..............................Cell Signalling, USA
Phospho-VASP (Ser 239) Antibody ................................Cell Signalling, USA
Piridoxamine .................................................................................Sigma,EUA
Purified Mouse Anti-eNOS/NOS Type III ......................BD Biosciences, EUA
Purified Mouse Anti-PAI-1 .............................................BD Biosciences, EUA
Secondary Anti-Mouse .....................................................GE Healthcare, RU
Secondary Anti-Rabbit .....................................................GE Healthcare, RU
VASP (9A2) Rabbit mAb .................................................Cell Signalling, USA
2� Modelos Animais e Tratamento
Para o desenvolvimento deste estudo, recorreu-se a 2 modelos animais, um 
modelo animal normal, ratos Wistar (W) e um modelo animal não obeso com dia-
betes tipo 2, ratos Goto-Kakizaki (GK), com 6 meses de idade, respectivamente. 
As estirpes utilizadas provinham de colónias locais (Faculdade de Medicina da 
Universidade de Coimbra) e mantiveram-se num ambiente ventilado, com ciclos 
de 12 horas de luz/12 horas de escuridão com temperatura (21-24ºC) e humidade 
(50-60%) controlada. 
Os animais de ambas as estirpes foram divididos em grupos: W-ratos Wistar 
controlo com 5 meses de idade; GK- ratos Goto-Kakizaki controlo com 5 meses 
de idade; W+P- ratos Wistar com 5 meses de idade submetidos à administração 
de piridoxamina, e GK+P- ratos Goto-Kakizaki com 5 meses de idade submetidos 
à administração de piridoxamina. Os animais dos grupos W+P e GK+P foram 
submetidos à administração de piridoxamina (2g/L) por via oral durante 4 sema-
nas antes do sacrifício. 
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Todos os animais tiveram livre acesso a ração (dieta AO3-Panlab, Charles River, 
França). É necessário ressalvar que todos os procedimentos nos animais estavam 
de acordo com a Lei Portuguesa na experimentação de animais de laboratório.
2�1  Glicemia e Peso Corporal
No final do estudo, aos 6 meses de idade, os animais dos diferentes grupos 
foram pesados e realizaram-se os testes de tolerância à glicose. Para tal, os ani-
mais foram mantidos em jejum (16-18 horas), determinando-se, na veia da cauda, 
o nível de glicose no sangue total após o jejum. Posteriormente administrou-se 
uma injecção intraperitoneal de glicose (1,75 g.Kg-1 de peso corporal) em tampão 
fosfato alcalino (PBS) e determinaram-se os níveis de glicose no sangue total, na 
veia da cauda, aos  30, 60, 90 e 120 minutos após a administração, pelo método 
da glicose-oxidase, recorrendo-se ao uso do glicómetro (Glucometer-Ellite-Bayer, 
Portugal S.A.) e tiras-teste compatíveis (Bayer SA, Portugal). Os níveis de glicose 
no sangue total foram expressos em mg/dL.
2�2 Colheita de sangue
Para a determinação de parâmetros sanguíneos e após um período nocturno 
de jejum (16-18 horas), os animais foram anestesiados, por via intraperitoneal, 
com cloridrato de quetamina (75 mg.Kg-1, i.m., Lab. Vitória, Portugal) e clorpro-
mazina (3 mg.Kg-1) e recolheram-se amostras de sangue, por punção cardíaca. 
Para avaliação de parâmetros séricos e plasmáticos, centrifugou-se o sangue 
(3500 xg) durante 10 minutos a 4ºC, sendo posteriormente o soro e o plasma 
alíquotados e armazenados a -80ºC até posterior processamento.
2�3 Colheita de urina
Os animais foram inseridos em caixas metabólicas, com um sistema de cap-
tação de urinas, por um período de 24 horas. As urinas foram centrifugadas a 
2000 xg durante 10 minutos à temperatura de -4ºC, seguidamente foram alíquo-
tadas e armazenadas a -80ºC.
2�4  Sacrifício dos animais e recolha de órgãos
Os animais foram anestesiados, como anteriormente mencionado e sacri-
ficados por deslocamento cervical. Após exposição dos órgãos intra-abdominais, 
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procedeu-se rapidamente à excisão da artéria aorta e retirou-se o tecido conjuntivo 
de forma a preservar o endotélio.
A artéria aorta foi dividida em 2 segmentos de anéis com aproximadamente 4 
mm de comprimento. Grande parte da artéria aorta congelou-se imediatamente 
em azoto líquido e foi armazenada a -80ºC para posterior utilização, enquanto 
o restante tecido colocou-se numa solução de Krebs-Henseleit (pH 7,4) com a 
seguinte composição (mmol/L): NaCl, 118,6; KCl, 4,7; CaCl2, 1,6; NaHCO3, 25,0; 
MgSO4, 1,18; KH2PO4, 1,18; glicose, 11,0 para os estudos isométricos.
2�5 Estudos Isométricos
Os segmentos de anéis da artéria aorta (4 mm) foram montados entre triângulos de 
aço inoxidável e suspensos em câmaras de órgãos individuais no banho de órgãos 
com 10 mL de capacidade contendo a solução de Krebs-Henseleit com a composi-
ção mencionada anteriormente. A solução foi mantida a 37ºC e oxigenada com uma 
mistura de gases contendo 95% de O2 e 5% de CO2. Os segmentos de anéis da aorta 
encontravam-se ligados a um transdutor de força (PowerLab) no banho de órgãos. 
Estes segmentos foram distendidos inicialmente a uma tensão de repou-
so de 1 g, estabelecida previamente como a tensão ideal, através de curvas de 
comprimento-tensão, durante 60 minutos. 
Após o equilíbrio, as artérias aorta foram pré-contraídos com fenilferina 
(PHE) 0,3 µM durante 10 minutos e de seguida avaliou-se a resposta de relaxamen-
to induzido pelo dador de NO, nitroprussiato de sódio (SNP, 10-9 a 10-3 M) que é um 
dador de óxido nítrico e avalia a vasodilatação independente do endotélio (Tabela I). 
Seguidamente substitui-se a solução de Krebs-Henseleit, e contraíram-se 
as artérias com PHE 0,3 µM, após estabilização da contracção, adicionou-se 
acetilcolina (ACh, 10-9 a 10-3 M) (Tabela II) de forma cumulativa em intervalos de 
4 minutos de forma a avaliar a vasodilatação dependente do endotélio.
Posteriormente adicionou-se uma solução de NwNitro-L-arginina (L-NAME, 
300 mM) nas câmaras de órgãos individuais no banho de órgão e após equilíbrio 
durante 15 minutos adicionou-se ACh, 10-9 a 10-3 M de forma a produzirem-se 
curvas de dose-resposta na presença e na ausência de L-NAME.
De seguida, substitui-se a solução de L-NAME por solução de Krebs-
-Henseleit e verificou-se a dose-respostas a PHE (10-9 a 10-3) adicionando-se 
consecutivamente em intervalos de 3 minutos (Tabela III).
As respostas de relaxamento da ACh e do SNP foram expressas em per-
centagem de relaxamento a partir de um submáximo obtido através da contracção 
induzida pela PHE 0,3 µM. A análise de regressão com 3 pontos dos dados ao 
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longo da secção linear das curvas dose-resposta foram aplicadas para através 
de uma equação se determinarem os valores de EC50.
Tabela I: Curva-dose resposta ao nitroprussiato de sódio (SNP).



















ACh1 1 mM 5 µL 1 µM 10 µL
ACh2 1 mM 5 µL 1 µM 90 µL
ACh3 10 mM 5 µL 10 µM 89 µL
ACh4 10 mM 5 µL 10 µM 889 µL
ACh5 10 mM 50 µL 100 µM 889 µL
ACh6 10 mM 500 µL 1 mM 890 µL
ACh7 - - 10 mM 890 µL











PHE1 100 µM 50 µL 10 µM 10 µL
PHE2 100 µM 50 µL 10 µM 90 µL
PHE3 1 mM 50 µL 100 µM 90 µL
PHE4 10 mM 50 µL 1 mM 90 µL
PHE5 100 mM 50 µL 10 mM 90 µL
PHE6 - - 100 nM 90 µL
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2�6 Determinação dos níveis séricos de colesterol total, HDL e triglicerídeos
Determinaram-se os níveis séricos de colesterol total, colesterol-HDL e trigli-
cerídeos, expressos em mg/dL através de kits comerciais (Olympus-Diagnóstica 
Portugal, Produtos de Diagnóstico SA, Portugal).
2�7 Determinação dos níveis de 8-isoprotano
Determinaram-se as concentrações de 8-isoprotanos livres na urina das 24 horas 
através do kit comercial 8-Isoprostane EIA Assay Cayman Chemical Company, EUA.
2�8 Determinação dos 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG)
Os níveis de 8-OHdG determinaram-se na urina das 24 horas com recurso ao kit co-
mercial 8-hydroxy-2-deoxy Guanosine EIA Assay Cayman Chemical Company, EUA.
2�9 Determinação dos níveis de albumina
Os níveis de albumina determinaram-se no soro através do kit comercial Nephrat 
II, Exocell, Philadelfia, PA, USA. 
2�10 Homogeneizados de artéria aorta 
Para a obtenção de homogeneizados de artéria aorta, seccionou-se uma porção 
da artéria aorta que foi homogeneizada em tampão com a seguinte composição 
(em mM, pH 7,4): Tris-HCl 50; NACl 150; EDTA 1; SDS 0,1%; desoxicolato de 
sódio 0,5 %; Triton-X100 1%; EGTA 5%; NAF 1; Na3VO4 1; β-glicerolfosfato 2; 
pirofosfato de sódio 2; β-mercaptoetanol 5 µL; PMSF 50 µL; cocktail inibidor de 
protéases 20 µL, constituído por aprotonina 10 µg.mL-1, leupeptina 10 µg.mL-1, 
pepstanina 10 µg.mL-1.
Seguidamente, as amostras foram sonicadas a 4ºC (sonicador de ponteira) 
e centrifugadas (10 minutos, 4ºC, 14000 xg). Recolheu-se o sobrenadante e 
procedeu-se ao cálculo da concentração de proteína pelo método de BCA. 
Por último, adicionou-se Sample Buffer 6 vezes (Tabela IV) concentrado a cada 
amostra com base no volume de sobrenadante obtido após a centrifugação e 
armazenaram-se as amostras a -80ºC.
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2�11 Determinação da quantidade de proteína pelo método BCA
O kit BCA™ Protein Assay (Pierce Protein Research, Rockford, EUA) baseia-se num 
método espectrofotométrico para a determinação da quantidade de proteína de teci-
dos homogeneizados. Efectuou-se uma curva de calibração com albumina sérica bo-
vina (BSA) numa concentração conhecida e foi determinada a proteína das amostras.
2�12 Determinação dos níveis de expressão de proteínas por Western Blot
A identificação e quantificação dos níveis de expressão de eNOS, eNOS fos-
forilada, VASP, VASP fosforilada, CML, RAGE, efectuaram-se por Western Blot. 
O sistema de polimerização de géis foi montado e os tampões Resolving e Sta-
cking (Tabela IV) foram adicionados. As amostras foram fervidas durante 5 minutos 
e adicionadas aos géis polimerizados no sistema de corrida com tampão Running 
(Tabela IV). Posteriormente, procedeu-se à disposição das amostras com volumes 
correspondentes a 20 µg de proteínas e o padrão (Precision Plus Standards, Dual 
Color, Bio-Rad, EUA) segundo a ordem desejada nos géis polimerizados. 
Após terminada a corrida (voltagem constante de 150 V), colocaram-se os géis 
em contacto directo com as membranas de PVDF (Polyvinylidene Flouride Mem-
brabe, Bio-Rad, EUA), previamente activadas. O sistema de transferência foi mon-
tado de acordo com as instruções e a reacção ocorreu a amperagem constante 
(200mA) em tampão CAPS (Tabela IV). Concluída a transferência, as membranas 
foram bloqueadas em solução de TBST-BSA a 5% (Tabela IV), no caso das prote-
ínas eNOS fosforilada e VASP fosforilada, e em TBST-Leite a 10%, nas restantes 
proteínas (eNOS, VASP, CML, RAGE), à temperatura ambiente durante 2 horas. 
Finalizado o bloqueio, incubaram-se as membranas com anticorpos primários 
durante a noite a 4º C com agitação constante. No dia seguinte, efectuaram-se 
as lavagens, uma lavagem rápida seguida de 4 lavagens de 15 minutos em 15 
minutos com solução de TBST. Posteriormente, incubaram-se as membranas 
com o anticorpo secundário, com agitação constante à temperatura ambiente 
durante 1 hora e 30 minutos. Após este período as lavagens são efectuadas como 
mencionado anteriormente. 
Por último, as membranas foram incubadas com substrato enzimático (Rabbit 
ECF Western Blotting Reagent, Amersham Biosciences, Carnaxide, Portugal) 
durante aproximadamente 5 minutos e reveladas por leitor de fluorescência 
(Typhoon FLA 9000, Suécia). 
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Tabela IV: Soluções utilizadas na técnica de Western Blot.
Soluções Composição
Tampão Resolving 0,75 M Tris-HCL; 0,2% SDS; pH 8,8
Tampão Stacking 0,25 M Tris-HCL; 0,2% SDS; pH 6,8
Sample Buffer (6x)
62,5 mM Tris-HCL; pH 6,8; 20% SDS 10%; 
25% glicerol; 2% Bromofenol blue 0,5%; pH 6,8
Tampão Running
125 mM Tris-Base; 480 mM Glicina; 9 mM SDS; 
pH 8,8
Tampão CAPS 50 mM CAPS; 2% NaOH; pH 11; 10% metanol
Tampão TBS 250 mM Tris; 1,5 mM NaCl; pH 7,6
Tampão TBST Solução de TBS + 1% Tween-20
2�13 Apresentação dos resultados e análise estatística
Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média (e.p.m.) 
do número de experiências (n). Os dados foram analisados pelo teste t Student 







1� Peso Corporal, perfil lipídico e glicémico
Os níveis de glicose são regularmente usados como indicadores da severidade 
do estado diabético. Durante a realização deste estudo, não se verificaram alte-
rações de relevância no consumo de ração e na ingestão de água e de solução 
de piridoxamina entre os diferentes grupos experimentais.
No grupo GK o peso corporal, aos 6 meses de idade é inferior (p <0,001) ao 
do grupo W. Contrariamente, aos valores de glicemia em jejum e 2 horas após 
a administração intraperitoneal de glicose (p <0,001 vs W) foram superiores no 
grupo GK diabético, manifestando uma hiperglicemia moderada em jejum e uma 
acentuada intolerância à glicose. 
Por sua vez, os ratos W sujeitos a administração de piridoxamina (W+P) aumen-
taram significativamente o seu peso corporal comparativamente com os grupos 
W e GK (p<0,01 e p<0,001, respectivamente).
No entanto, os níveis de glicemia em jejum e 2 horas após a administração 
intraperitoneal de glicose foram semelhantes aos do grupo W não se verificando 
alterações significativas. 
No caso dos ratos GK+P não se verificam alterações no peso corporal com-
parativamente ao ratos GK, assim como nos níveis de glicose em jejum, porém 
os níveis de glicemia após a administração de intraperitoneal de glicose foram 
inferiores (p<0,001) (Tabela V). 
Relativamente aos níveis de triglicerídeos séricos observaram-se diferenças 
estatisticamente significativas entre todos os grupos representados na tabela 
V. Comparando os grupos W e W+P verificou-se uma diminuição dos níveis de 
triglicerídeos (108,6±8,4 vs 72,1±12,6, p <0,05 respectivamente). 
Analogamente, observou-se uma diminuição dos níveis de triglicerídeos entre 
os grupos GK e GK+P (p<0,001). Contudo, verificou-se uma aumento acentuado 
dos níveis de triglicerídeos entre o grupo W e GK (p<0,05) (Tabela V).
A administração de piridoxamina permitiu reverter os níveis de triglicerídeos resul-
tando numa diminuição deste parâmetro em comparação com os grupos controlo. 
Tabela V: Peso corporal, glicemia em jejum e 2 horas após a administração 
intraperitoneal de glicose, triglicerídeos, colesterol total, colesterol HDL, colesterol não 
HDL nos diferentes grupos de estudo.
Grupos 
Parâmetro
W W+P GK GK+P





W W+P GK GK+P
Glicemia em jejum 
(mg/dL)
65,7±2,0 67,4±2,4### 93,1±2,5*** 85,7±5,5**
Glicemia às 2 horas 
(mg/dL)
82,0±2,6 84,2±1,8### 299,4±7,0*** 217,3±19,5***###
Triglicerídeos
 (mg/dL)




70,4±1,6 90,3±5,9** 89,2±2,0*** 100,0±2,7***##
Colesterol HDL 
(mg/dL)
45,5±2,0 52,3±3,6## 61,4±1,3*** 61,4±2,3***
Colesterol Não HDL 
(mg/dL)
27,0±1,2 38,0±2,8***### 27,4±0,9 38,6±1,1***###
Os resultados são apresentados como média± e.p.m (n=7-16).
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 Valores significativamente diferentes  do grupo W
#p<0,05;##p<0,01; ###p<0,001 Valores significativamente diferentes do grupo GK
Verificou-se um aumento dos níveis de colesterol total e de colesterol HDL 
(p<0,001 vs W) no grupo GK. No entanto, não se verificaram alterações no nível 
de colesterol não HDL.
Observou-se que a administração de piridoxamina resultou num aumento dos 
níveis de colesterol total (p<0,01 vs W e p<0,001 vs GK ).Assim como num au-
mento dos níveis de colesterol não HDL na mesma proporção (p<0,001 vs W e 
p<0,001 vs GK ) (Tabela V).
2� Marcadores de stress oxidativo
Os níveis de 8-isoprostanos e de 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG) são 
parâmetros que são referenciados na análise de stress oxidativo. 
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O nível de 8-isoprostanos livre na urina é um marcador utilizado como indicador 
de peroxidação lipídica. 
Relativamente a este parâmetro, verificou-se um aumento significativo (p<0,01) 
entre o grupo W e o grupo GK.
No entanto, os níveis de 8-isoprostanos são semelhantes entre o grupo W e o 
grupo W+P, não se verificando alterações significativas neste parâmetro. 
Contudo, observa-se uma diminuição significativa (p<0,05) deste parâmetro 
no grupo GK+P quando comparado com o respectivo controlo GK (Figura 10).
Em relação aos níveis de 8-OHdG, a sua produção é devida a danos oxidativos 
no DNA induzidos pelas ROS e pelas espécies reactivas de nitrogénio (RNS) 
sendo estabelecido como um marcador de stress oxidativo. 
Verificou-se que a administração de piridoxamina não induz alterações neste 
parâmetro (Figura 10). Observou-se ainda que não ocorrem diferenças significa-
tivas, nesta idade, entre os grupos W e GK (Figura 10).
Figura 10: Efeitos da piridoxamina nos parâmetros de stress oxidativo.
(A) Níveis de 8-isoprostanos livres na urina das 24 horas nos diferentes grupos 
de estudo. (B) Níveis de 8-OHdG na urina das 24 horas nos grupos de estudo. 
As avaliações destes parâmetros realizaram-se como descrito anteriormente nos 
métodos e posteriormente efectuou-se a multiplicação pelo respectivo volume 
total de urina obtido nas 24 horas de forma a determinar-se a concentração total 
excretada em 24 horas (ng/24 horas e pg/24 horas, respectivamente).
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Os resultados são apresentados como a média ± e.p.m (n=5-12).
**p<0,01 Valores significativamente diferentes do grupo W
# p<0,05 Valores significativamente diferentes do grupo GK
3� Avaliação da função renal
 A albumina na urina permite a avaliação da função renal sendo por isso 
um parâmetro de elevada importância na diabetes. Os valores de albumina 
na urina obtidos apresentam-se significativamente superiores nos grupo GK 
(p<0,001 vs grupo W). No entanto, a administração de piridoxamina aumentou 
significativamente a albuminúria no grupo GK+P (p<0,001 vs GK) e no  grupo 
W+P (p<0,001 vs W) (Figura 11).
Figura 11: Efeitos da piridoxamina na albuminúria.
A avaliação deste parâmetro efectuou-se através do kit citado previamente 
e efectuou-se a multiplicação pelo respectivo volume total de urina obtido 
nas 24 horas de forma a determinar a concentração total excretada em 
24 horas (µg/24 horas).
Os resultados são apresentados como média± e.p.m (n=5-21).
***p<0,001 Valores significativamente do grupo W
###p<0,001 Valores significativamente do grupo GK
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4� Níveis de glicação: CML e RAGE
Os níveis de CML e de RAGE, um importante AGE e o receptor para AGEs, 
respectivamente, foram avaliados através da técnica de Western Blot e os resulta-
dos obtidos foram quantificados através de análise densiométrica das respectivas 
bandas. Na aorta verificou-se que os níveis de CML aumentaram significativa-
mente nos ratos GK diabéticos comparativamente com o grupo W não diabético 
(p<0,001). O grupo GK apresenta níveis superiores de expressão de CML com-
parativamente com os restantes grupos experimentais, salientando que a diabe-
tes induz um aumento na formação e acumulação de CML na aorta (Figura 12). 
Figura 12: Efeitos da piridoxamina nos níveis de expressão de CML e RAGE na aorta.
(A) Níveis de expressão de CML nos diferentes grupos de estudo. (B) 
Western blot representativo da expressão de CML em 20 µg de proteína de 
homogeneizados da aorta dos diferentes grupos. (C) Níveis de expressão 
de RAGE nos diferentes grupos de estudo. (D) Western blot representativo 
da expressão do receptor RAGE em 20 µg de proteína de homogenei-
zados da aorta dos diferentes grupos. A densitometria das bandas dos 
diferentes grupos foi normalizada para a respectiva banda de β actina.
A administração de piridoxamina não modificou os níveis de CML nos ratos W 
(não existem diferenças entre osgrupos W e W+P). Contrariamente, os níveis 
de CML entre os grupos GK e GK+P, apresentaram uma redução significativa 
(p<0,001) (Figura 12).
Relativamente aos níveis de RAGE na aorta, ocorreu um aumento dos níveis de 
expressão do RAGE nos ratos diabéticos (p<0.05).  A administração de piridoxamina 
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não modificou os níveis de RAGE nos ratos W. No entanto, observou-se uma redu-
ção dos níveis de expressão de RAGE após tratamento com piridoxamina nos ratos 
diabéticos (GK+P) em comparação com o respectivo grupo controlo GK (Figura 12). 
5� Marcadores de disfunção endotelial: sistema enzimático eNOS e integri-
dade da via cGMP/NO
Assim como os níveis de CML e de RAGE, os níveis de expressão de eNOS e 
VASP foram determinados por Western blot e os resultados quantificados através 
de análise densiométrica. 
Ao nível da aorta, não foram observadas diferenças estatisticamente significati-
vas nos níveis de expressão de eNOS após análise do rácio da eNOS fosforilada 
pela eNOS total (p> 0,05) (Figura 13A). No entanto através da observação directa 
do western blot (Figura 13B) verificou-se que o grupo GK apresentou níveis re-
duzidos de eNOS fosforilada comparativamente com os restantes grupos experi-
mentais. Observou-se ainda que a expressão da eNOS é superior no grupo W+P 
comparativamente ao grupo W e GK. Assim como, se verificou um aumento da 
expressão da eNOS no grupo GK+P em relação ao grupo GK. No entanto, os resul-
tados obtidos para este parâmetro não são estatisticamente significativos (p> 0,05).
Figura 13: Efeitos da piridoxamina nos níveis de expressão da eNOS e VASP na aorta.
(A) Niveis de expressão da enzima eNOS fosforilada/eNOS total nos dife-
rentes grupos de estudo. (B) Western blot representativo da expressão da 
enzima eNOS fosforilada e da eNOS total em 20 µg de proteína de homo-
geneizados de aorta dos diferentes grupos (C) Níveis de expressão da pro-
teína VASP fosforilada/VASP total nos diferentes grupos experimentais. (D) 
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Western blot representativo da expressão da proteína VASP fosforilada e to-
tal em 20 µg de proteína de homogeneizados de aorta dos diferentes grupos.
Os resultados são apresentados como média ± e.p.m e expressos em percen-
tagem relativamente ao grupo W controlo (n=7-20).
**p< 0,01; Valores significativamente diferentes do grupo W
##p< 0,05; ###p< 0,001 Valores significativamente diferentes do grupo GK
Quanto aos níveis de VASP, após análise do rácio da VASP fosforilada pela VASP 
total observou-se uma diminuição significativa nos ratos GK relativamente aos 
ratos W (p <0,01 vs W e p <0,05 vs W+P; Figura 13C). Este parâmetro foi significa-
tivamente superior no grupo GK+P relativamente ao grupo GK (p<0,01).Em relação 
aos grupos W e W+P não se verificaram alterações estatisticamente significativas.
6� Relaxamento dependente e independente do endotélio 
A adição de ACh ou de SNP aos vasos sanguíneos previamente contraídos com 
fenilefrina induz um relaxamento dependente e independente da sua concentração 
(Tabela VI). No grupo GK o relaxamento vascular dependente do endotélio indu-
zido por ACh nos segmentos da aorta apresentou alterações comparativamente 
ao grupo W da mesma idade. Verificou-se que a percentagem de relaxamento 
máximo mediado pelo endotélio nos segmentos da aorta em resposta a ACh 
diminui 26% (p <0,001 vs W) (Tabela VI).
Tabela VI: Percentagem de relaxamento máximo e –logEC50 em segmentos isola-
dos da artéria aorta em resposta a ACh e SNP no diferentes grupos de animais em estudo.
W W+P GK GK+P
ACh
pEC50 6,87±0,04 7,31±0,08***# 6,94±0,09 7,09±0,09*
Relaxamento 
Máximo (%)
98,9±4,8 101,2±4,1### 72±2,1*** 90,1±3,8###
SNP
pEC50 6,20±0,04 6,45±0,04* 6,43±0,04*** 6,69±0,03###***
Relaxamento 
Máximo (%)
99,95±0,11 99,85±3,5 99,5±0,12 98,4±2,7
Os resultados são apresentados como a média±e.p.m. (n=7-16).
* p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001Valores significativamente diferentes do grupo W
#p<0,05;  ## p<0,01; ###p<0,001 Valores significativamente diferentes do grupo GK
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Comparando as curvas dose-resposta a ACh entre o grupo W e o grupo GK, ve-
rificou-se claramente uma redução do relaxamento dependente do endotélio sem 
alterações no valor de EC50 (Tabela VI). Por sua vez, o valor de EC50 nas curvas 
dose-resposta ao SNP, aumentou significativamente (p<0,001 vs W), sem altera-
ções no relaxamento máximo independente do endotélio (p<0,05 vs W) (Tabela VI). 
A administração de piridoxamina melhorou significativamente o relaxamento 
dependente do endotélio no grupo GK+P, uma vez que se verificou um aumento 
no valor de EC50 e um aumento da percentagem de relaxamento máximo em 
resposta a ACh (p <0,001 vs GK e p <0,05 vs W). O valor de EC50 no relaxamento 
independente do endotélio também aumentou significativamente (p <0,001 vs GK 
e p <0,001 vs W) (Tabela VI). Contudo, não se constataram diferenças significa-
tivas no relaxamento máximo independente do endotélio (Tabela VI). 
Em relação ao grupo W+P observou-se um aumento no valor de EC50 
no relaxamento dependente do endotélio (p <0,001 vs W e p <0,05 vs GK). 
No entanto, não se verificaram diferenças significativas no relaxamento máximo 
dependente e independente do endotélio (Tabela VI).
Nos segmentos da aorta onde foi utilizado o inibidor da eNOS, L-NAME, não 
ocorreu relaxamento dependente do endotélio (Figura 14) não tendo sido obser-
vadas diferenças entre os grupos de estudo.
Figura 14: Curvas de dose-resposta à acetilcolina na presença de L-NAME.
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Nos segmentos da artéria aorta contraídos com PHE observou-se que o grupo 
W apresentou um nível de contracção superior relativamente aos restantes grupos, 
sendo o grupo GK+P o que manifestou uma contracção mais reduzida (Figura 15).






Neste estudo foi avaliada a eficácia terapêutica da piridoxamina como um inibi-
dor da formação e acumulação de AGEs na disfunção endotelial macrovascular as-
sociada à diabetes tipo 2. Os resultadosdemonstraram-se que a administração de 
piridoxamina, por via oral, melhora a disfunção endotelial em ratos diabéticos GK.
Os ratos GK são um modelo de diabetes tipo 2 não obesa obtidos por reprodu-
ção selectiva repetida de ratos Wistar, que apresentam uma marcada intolerância 
à glicose e moderada hiperglicemia em jejum (Seiça et al, 2004).
Com este estudo demonstrou-se que, neste modelo animal, a administração de 
piridoxamina não alterou o peso corporal. No entanto, nos parâmetros relacionados 
com o metabolismo da glicose verificou-se uma diminuição dos níveis de glicose 
2 horas após sobrecarga glicosada entre os grupos GK e GK+P permitindo aferir 
que possivelmente a piridoxamina pode interferir com o metabolismo da glicose. 
No entanto, Degenhart et al (Degenhart et al, 2002) demonstrou num es-
tudo em modelos animais diabético que após a administração de piridoxami-
na não se manifestaram alterações na concentração de glicose no plasma. 
Porém, Muraskoshi et al (Muraskoshi et al, 2008) mostrou que em modelos animais 
diabéticos sujeitos a administração de piridoxamina não se observaram alterações 
na glicose em jejum, o que está de acordo com os resultados obtidos neste estudo.
A administração de piridoxamina diminui os níveis de triglicerídeos nos diferentes 
grupos, este resultado está de acordo com os estudos realizados, por Degenhart 
et al (Degenhart et al, 2002) e Alderson et al (Alderson et al, 2003), que verifica-
ram uma redução dos níveis de triglicerídeos em modelos animais de diabetes 
tipo 1 e 2, respectivamente.
Os níveis de colesterol total e os níveis de colesterol não HDL nos diferentes 
grupos sujeitos à administração de piridoxamina aumentaram em relação aos 
grupos controlo, contudo este aumento pode não ser clinicamente relevante para 
o agravamento da patologia. 
Estudos desenvolvidos por Degenhart et al (Degenhart et al, 2002) e Alderson 
et al (Alderson et al, 2003), demonstraram que os níveis de colesterol total re-
duziam após a administração de piridoxamina, o resultado obtido neste estudo 
não está de acordo com o descrito na literatura. No entanto, o modelo animal 
utilizado neste estudo não apresenta dislipidemia e não será, por isso, o melhor 
para avaliar os efeitos da piridoxamina no perfil lipídico.
Relativamente ao colesterol não HDL não existem resultados relatados em 
modelos animais de diabetes após a administração de piridoxamina. Com os 
resultados mencionados pode-se aferir que um dos alvos de acção da piridoxa-
mina é o metabolismo lipídico, porém os mecanismos pelos quais a piridoxamina 
interfere neste metabolismo não são descritos.
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A microalbuminúria tem sido reconhecida como um indicador de doenças 
microvasculares e macrovasculares na diabetes tipo 2 (Matheson et al, 2010). 
Está associada com a insulino-resistência, a disfunção endotelial e a obesidade na 
diabetes tipo 2 (Satchell & Tooke, 2008). A microalbuminúria é considerada como um 
marcador independente de disfunção endotelial na diabetes (Papaioannou et al, 2004).
Neste estudo, verificou-se que os ratos diabéticos GK apresentam níveis elevados 
de albumina elevados em relação ao grupo controlo, grupo W. Por sua vez, a admi-
nistração de piridoxamina aumentou os níveis de albumina. Este resultado não está 
de acordo com a literatura, uma vez que estudos recentes demonstraram que em 
modelos animais de diabetes tipo 1 e 2 que a piridoxamina diminuiu a excreção de 
albumina na urina assim como melhorou a função renal (Peyroux & Sterberg, 2006). 
Esta discrepância com os resultados observados deve-se a interferên-
cias da piridoxamina com o ensaio utilizado para quantificar a albuminuria. 
A molécula apresenta autofluorescência e interfere com a avaliação dos ní-
veis de albumina, ao comprimento de onda utilizado (400 (Bottiroli & Croce, 
2004) e 450, respectivamente). Diversas moléculas biológicas apresentam-
-se como fluoróforos endógenos (Ramanujaw, 2000), estando esta carac-
terística relacionada com a estrutura das mesmas, a presença de anéis 
aromáticos. A piridoxamina é constituída por um anel aromático e um grupo 
fenol e aminometil na posição 3 e 4 (Adrover et al, 2008), respectivamen-
te, é este anel que lhe confere a propriedade autofluorescente que interfere 
com a avaliação dos níveis de excreção de albumina na urina das 24 horas.
Os níveis de stress oxidativo sistémicos foram avaliados através das concen-
trações urinárias de 8-isoprostanos e de 8-OHdG. Verificou-se uma diminuição 
dos níveis de 8-isoprostanos nos grupos tratados, no entanto, não se verificaram 
diferenças nos níveis de 8-OHdG.
O 8-OHdG é produzido através de dano oxidativo do DNA pelas espécies reac-
tivas de oxigénio e nitrogénio, considerando-se um marcador de stress oxidativo. 
A hidroxilação da guanosina na posição C-8 origina o 8-OHdG que é excretado na uri-
na sem sofrer metabolização servindo como um índice de stress oxidativo sistémico. 
Níveis elevados de 8-OHdG são associados com condições patológicas como e 
o caso da diabetes (Endo et al, 2006). Diversos estudos sugerem que um aumento 
significativo na excreção urinária de 8-OHdG em doentes diabéticos tipo 2 está 
associado com doenças microvasculares, nefropatia e retinopatia, mas também 
com doenças macrovasculares (Matheson et al, 2010). 
A piridoxamina não demonstrou exercer acção nos níveis de 8-OHdG, no 
entanto, um recente estudo realizado por Hagiwara et al (Hagiwara et al, 2009) 
demonstrou uma redução dos níveis de 8-OHdG após a administração de piridoxa-
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mina em modelos animais C57BL/6J. Estas discrepâncias podem ser devidas ao 
facto de, nesta idade, os ratos GK ainda não apresentarem níveis muito elevados 
deste indicador. As diferenças entre estirpes e o facto de as doses utilizadas na 
terapêutica serem distintas pode também explicar estas diferenças.
Estudos prévios demonstraram que os isoprostanos são bons marcadores de 
peroxidação lipídica e podem ser usados como indicadores de stress oxidativo 
em diversas condições patológicas (Kavarasian et al, 2009). A sua avaliação é 
indirectamente determinada através dos produtos de peroxidação lipídica (Davì 
et al, 1999). Neste estudo utilizou-se a excreção urinária de 8-isoprostanos como 
indicador de peroxidação lipídica in vivo.
A avaliação dos níveis de 8-isoprostanos na urina e no plasma são um indica-
dor de elevada precisão e confiança na determinação dos níveis de peroxidação 
lipídica in vivo. Os níveis de 8-isoprostanos são considerados um indicador fiável 
dos níveis de stress oxidativo (Helmersson et al, 2004). Este parâmetro associado 
a níveis elevados de peroxidação lipídica está aumentado no nosso modelo de 
diabetes tipo 2 e consequentemente é indicativo de níveis sistémicos de stress 
oxidativo elevados, de acordo com o que está descrito na literatura para diferen-
tes modelos de diabetes. Elevados níveis de isoprostanos foram observados no 
plasma e na urina de doentes diabetes tipo 2 (Kavarasian et al, 2009). Gopaul e 
colaboradores (Goupal et al, 1995) demonstraram que os níveis de 8-isoprosta-
nos, o principal isoprostano, são 3 vezes mais elevados em doentes diabéticos 
comparativamente à população normal. 
Os níveis de isoprostanos também podem ser um marcador da lipoxidação 
não enzimática, uma vez que durante a peroxidação lipídica formam-se vários 
compostos reactivos pela decomposição de hidroperóxidos lipídicos, que incluem 
malonildialdeído (MDA), hidroxinonenal (HNE) e isoprostanos. As proteínas reac-
tivas, com resíduos de aminoácidos como a lisina podem sequestrar produtos da 
peroxidação lipídica para formar aductos, nomeadamente MDA-lisina e HNE-lisina, 
denominados produtos finais da lipoxidação avançada (ALEs) (Culbertson et al, 
2003). Os estudos com as reacções entre a piridoxamina e os productos proce-
dentes da dislipidemia diabética por glicação, são numerosos.
A piridoxamina está envolvida na peroxidação lipídica, no entanto, um estudo 
desenvolvido por Onorato et al (Onorato et al, 2000), demonstrou que a piridoxa-
mina não aparenta possuir funções antioxidantes. Verificou contudo que a pirido-
xamina previne a modificação de proteínas nas reacções de oxidação catalizada 
por metais na formação de produtos da peroxidação lipídica do ácido linoleico.
Alderson e colaboradores (Alderson et al, 2003) demonstraram que a pirido-
xamina inibe a modificação de proteínas pelos produtos de peroxidação lipídica, 
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incluindo a inibição da formação de MDA e de HNE, in vitro. A inibição da formação 
de ALEs é explicada pela capacidade da piridoxamina em sequestrar intermedi-
ários carbonilo durante as reacções de peroxidação lipídica. 
Degenhart et al (Degenhart et al, 2002) e Alderson et al (Alderson et al, 2003) 
demonstraram que a piridoxamina inibe a formação de ALEs em ratos STZ e Zu-
cker, respectivamente. Kang e colaboradores (Kang et al, 2006), demonstraram 
que a piridoxamina apresenta a capacidade de sequestrar o MDA, um importante 
intermediário da formação de ALEs durante a peroxidação lipídica, propondo que 
a piridoxamina ao sequestrar o MDA previne a formação de ALEs. 
Murakoshi et al, (Murakoshi et al, 2008) demonstraram que a piridoxamina diminui 
a acumulação de MDA e portanto melhora a peroxidação lipídica em ratos KK-Ay/Ta.
Amarnath et al, (Amarnath et al, 2004) estudaram as reacções da piridoxamina 
com compostos 1,4-dicarbonílicos. Estas reacções iniciam-se mediante a formação 
de uma carboniloamina, que não é desidratada, sem que o grupo amina interaja de 
novo com outro grupo carbonilo com a consequente formação de pirrol, composto 
orgânico heterocíclico aromático insaturado, através da reacção de Paal-Knorr. 
Neste estudo (Amarnath et al, 2004) eles demonstraram que os compostos 1,4 
dicarbonílicos são aproximadamente 2300 vezes mais rápidos que os grupos 
ε-amina da lisina, devido à acção catalítica do grupo fenolato da piridoxamina.
No presente estudo verificou-se uma diminuição dos níveis de isoprostanos 
nos grupos sujeitos à administração de piridoxamina o que indica que a pirido-
xamina diminui a peroxidação lipídica, possivelmente através da capacidade de 
sequestrar intermediários reactivos.
No seu conjunto, estes dados estão de acordo com os resultados previamente des-
critos na literatura e sugerem que a piridoxamina está envolvida na peroxidação lipídi-
ca através da sequestração de intermediários reactivos produzidos durante a mesma.
Diversos estudos demonstraram danos no relaxamento dependente do endo-
télio em modelos animais diabéticos tipo 2 (Sena et al, 2009; Sena et al, 2011). 
Previamente foi demonstrado que o modelo animal GK exibe disfunção endotelial 
precocemente aos 4 meses de idade (Cheng et al, 2001).
Por sua vez, neste modelo animal, a redução da vasodilatação dependente 
do endotélio tem sido observada experimentalmente em anéis de aorta isolados 
(Sena et al, 2008) e em microvasos mesentéricos (Cheng et al, 2001), indicando 
que a disfunção endotelial associada à diabetes afecta quer vasos de resistência 
quer de condução como a aorta. 
No presente estudo, os resultados obtidos nos anéis de aorta mostraram 
danos na resposta mediada pelo endotélio em ratos GK com 6 meses de idade. 
A  administração de piridoxamina durante 4 semanas melhorou esta disfunção endotelial. 
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O termo disfunção endotelial tem sido associado a diversas condições patológicas 
(Lu et al, 2007). Na diabetes, ocorrem danos no relaxamento vascular dependente 
do endotélio provocado pela redução da actividade do NO na parede dos vasos 
(Lu et al, 2007) e a disfunção endotelial pode ser avaliada pela reduzida resposta 
da vasodilatação dependente do endotélio à acetilcolina (Ding & Triglle, 2005).
A reduzida resposta arterial à acetilcolina no grupo GK demonstra que este 
modelo animal de diabetes apresenta disfunção endotelial. A estimulação dos 
receptores muscarinico M3 pela acetilcolina liberta NO no endotélio que difunde 
para as células musculares e activa a sGC, que por sua vez aumenta os níveis 
de cGMP e induz o relaxamento das células musculares lisas (Lam et al, 2006). 
A redução da quantidade de NO leva as células musculares a diminuírem o seu 
relaxamento. Este resultado está de acordo com os resultados desenvolvidos 
que demonstram a diminuição do relaxamento em humanos e modelos animais 
diabéticos (Bitar et al, 2005). 
Observou-se, no presente estudo que o relaxamento induzido por acetilcolina na 
presença de L-NAME, um inibidor da eNOS, estava francamente comprometido. 
Através deste resultado pode-se aferir que a eNOS foi inibida e por sua vez, não 
se produziu NO e por conseguinte não se verificou vasorelaxamento. 
Estudos prévios focam-se na comparação entre o relaxamento induzido pela 
acetilcolina, relaxamento dependente do endotélio, e no nitroprussido de sódio, 
relaxamento independente do endotélio (Chirkov & Horowitz, 2007; Lam et al, 
2006) em modelo de animais normais e diabéticos, observando-se uma redução 
dos níveis de relaxamento mediados por acetilcolina (Lam et al, 2006), contraria-
mente, à resposta ao nitroprussido de sódio (Chirkov & Horowitz, 2007). 
Neste estudo verificou-se uma diminuição no relaxamento máximo em resposta 
a ACh, o que que está de acordo com a literatura e como que foi previamente ob-
servado neste modelo animal de diabetes (Sena et al, 2011). Não se observaram 
diferenças no relaxamento máximo dependente do endotélio em resposta a SNP 
entre os grupos. Observou-se um aumento da sensibilidade à acção da ACh no 
grupo GK+P comparativamente ao grupo GK.
Os resultados demonstram que o modelo animal GK apresenta uma maior 
sensibilidade ao SNP que é reforçada com a administração de piridoxamina. 
O SNP é um dador de NO exógeno (Chirkov & Horowitz, 2007), decompõe-se 
espontaneamente para produzir NO, consequentemente induz a vasodilatação 
independendente do endotélio pelo mesmo mecanismo que o NO libertado pelo 
endotélio, isto é, activação da sGC (Yeh-Siang et al, 2011). 
A elevada produção de ROS tem sido correlacionada, com a redução dos níveis 
de NO libertado a partir do endotélio (Lam et al, 2006) que por sua vez diminui 
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o relaxamento induzido pela acetilcolina e parcialmente o relaxamento induzido 
pelo SNP. O tratamento com a piridoxamina melhora o relaxamento induzido pela 
ACh, sugerindo que esta vitamina B6, pode aumentar a biodisponibilidade de NO 
devido a efeitos scavenging de ROS. 
O tratamento com piridoxamina melhorou a resposta de relaxamento dependen-
te do endotélio e a sensibilidade ao dador de NO, constituindo-se uma evidência do 
efeito benéfico da piridoxamina no relaxamento induzido por ACh principalmente 
por aumentar a biodisponibilidade de NO endotelial.
No presente estudo, avaliou-se a fosforilação da VASP como um parâmetro de 
avaliação da integridade da via de sinalização NO/cGMP e da actividade do NO. 
Primeiramente, demonstrou-se que os níveis de VASP na aorta são um indicador 
da integridade do endotélio em condições fisiológicas normais e patológicas e 
que o NO produzido no endotélio ou após interacções com ROS é monitorizado 
pela diminuição dos níveis de expressão de VASP.
Na parede vascular, a fosforilação da VASP no resíduo de Ser239 é regulado 
pelo NO. A fosforilação da VASP na Ser239 é um marcador útil de monitorização 
da activação e da sinalização da via PKG (Lawrence & Pryzwansky, 2001; Oelze 
et al, 2001). A sua fosforilação no resíduo Ser239 é um marcador de disfunção 
endotelial, devido a alterações na via de sinalização do NO/cGMP e stress oxidati-
vo, sendo verificado por múltiplos estudos (Chen et al, 2008; Melichar et al, 2004).
Verificou-se que no modelo animal de diabetes tipo 2 houve uma diminuição dos 
níveis de VASP fosforilada / VASP total, aferindo-se que há alterações na via de 
sinalização NO/cGMP. Através deste resultado pode-se assim verificar que existe 
uma diminuição da biodisponibilidade de NO e consequentemente uma diminuição 
no relaxamento das células musculares, uma vez que as células musculares são o 
principal alvo da sinalização NO/cGMP estando esta via de sinalização nas células 
endoteliais a emergir como um regulador chave na biologia vascular (Chen et al, 2008). 
Estes resultados, em conjunto com os resultados da avaliação da vasoditação 
mediada por ACh comprovam que o modelo GK apresenta disfunção endotelial 
devida a uma diminuição da biodisponibilidade do NO. O tratamento com pirido-
xamina melhorou a integridade da via de sinalização NO/cGMP que se traduziu 
por um aumento dos níveis de expressão de VASP fosforilada/VASP total. 
Este resultado pode estar associado a um dos mecanismos de acção da 
piridoxamina que é a capacidade de sequestrar ROS descrita na literatura. 
Como o caso do estudo desenvolvido por Voziyan & Hudson, (Voziyan & Hudson, 
2005) que demonstrou que a piridoxamina pode neutralizar HO• devido à doação 
de um protão do grupo fenol na posição 3 e devido ao efeito de complexação 
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com os iões metálicos que catalisam. Assim como, Jain & Lim (Jain & Lim, 2001) 
demonstraram que a piridoxamina inibe a produção de O2•
-.
Pretendeu-se durante o decurso deste estudo correlacionar a actividade da 
enzima eNOS com a redução da vasodilatação em modelos animais de diabetes 
tipo 2. No entanto, não se verificaram alterações significativas nos níveis de ex-
pressão da eNOS entre os diferentes grupos. 
De forma especulativa, pode-se aferir que os elevados níveis de stress oxida-
tivo verificados anteriormente não estão a alterar significativamente a função da 
eNOS, mantendo-se a enzima funcionalmente activa na produção de NO. 
O desacoplamento da eNOS pelas ROS é um mecanismo adicional pelo qual 
a glicose contribui para a disfunção endotelial. A hiperglicemia eleva a produção 
de O2•
- no endotélio sendo este conhecido por inactivar e produzir ONOO-, que 
oxida o BH4 conduzindo ao desacoplamento da eNOS (Sena et al, 2008). O de-
sacoplamento da eNOS não se verificou neste estudo, possivelmente pelo facto 
de os animais estudados apresentavam apenas uma hiperglicemia moderada. 
Neste estudo o modelo diabético tem apenas 6 meses e não é o modelo de dia-
betes de longa duração utilizado por Sena e colaboradores (Sena et al, 2008). 
Neste estudo verificámos ainda que a piridoxamina não interfere directamente 
com a actividade enzimática da eNOS, mas pode actuar porventura ao nível da 
captação de ROS.
Contudo, alterações na vasodilatação dependente do endotélio podem ainda 
ser relacionadas com os níveis de AGEs. Os AGEs podem reduzir a biodisponi-
bilidade e a actividade do NO produzido no endotélio (Goldin et al, 2006). 
Na diabetes tipo 2 danos na vasodilatação podem ser associados com os níveis 
de AGEs. Os níveis séricos de AGEs em doentes com diabetes tipo 2 são inver-
samente relacionados com nível de vasodilatação dependente e independente 
do endotélio (Goldin et al, 2006). Supõe-se que a formação de AGEs induz a 
formação de ROS que por conseguinte reduz os níveis de NO, desenvolvendo-se 
um estado de stress oxidativo (Wu et al, 2011).
Considerando os estudos prévios, pretendeu-se avaliar a prevenção da disfun-
ção endotelial com a inibição da formação de AGEs na presença da piridoxamina 
de modo a preservar a produção de NO na aorta. Para tal avaliaram-se os níveis 
de CML que é um dos AGEs melhor caracterizado quimicamente e também um 
dos mais abundantes (Goh & Cooper, 2008; Rojas & Morales, 2004). Por sua 
vez, sabe-se que elevados níveis de CML estão associados com a diabetes e a 
aterosclerose (Baynes & Thorpe, 2000). 
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Neste estudo verificou-se os níveis de CML são mais elevados nos animais 
diabéticos, o que está de acordo com o esperado (Baynes & Thorpe, 2000) e que 
o tratamento com a piridoxamina diminuiu os níveis de CML. 
A piridoxamina é a vitamina B6 com melhores propriedades inibitórias 
(Voziyan & Hudson, 2005). A piridoxamina foi proposta como inibidor da 
glicação por Booth et al, (Booth et al, 1996) e numerosos estudos têm re-
velado a sua excelente capacidade para inibir a formação de AGEs in vivo 
(Degenhardt et al, 2002; Nagaraj et al, 2002; Vozyan & Hudson, 2005). 
A sua concentração nos seres vivos é reduzida e resulta da transaminação da piridoxa. 
A administração exógena de piridoxamina aumenta os seus níveis plasmáticos e 
posteriormente é excretada sem alterações metabólicas (Degenhart et al, 2002). 
Este conjunto de constatações associadas à sua reduzida toxicidade (LD50 em 
roedores de 5000-7500 mg/Kg) confere à piridoxamina relevância como eventual 
agente terapêutico em patologias associadas à diabetes (Williams et al, 2006)
A piridoxamina foi descrita com um inibidor de AGEs, e pensa-se que actua 
como um sequestrador nucleófilico de intermediários carbonilo que se produzem 
durante a formação de AGEs (Vozyan et al, 2002). 
Voziyan e colaboradores (Vozyan et al, 2002), demonstraram que a piridoxamina 
reage directamente com intermediários da reacção de Maillard, como o glioxal e o 
glicoaldeído, e inibe a formação de CML. Esta reacção inicia-se pelo ataque nucle-
ofílico da amina sobre o carbonilo do glioxal formando-se uma carbinolamina que 
sofre desidratação e origina uma base de Schiff. Esta base de Schiff é atacada pelo 
nucleofílico do grupo fenolato e forma um anel hemiaminal (Vozyan et al, 2002).
Recentemente, Chetyrkin et al, (Chetyrkin et al, 2008) estudaram a reacção 
entre a piridoxamina e o 3-deoxiglicosona, um intermediário carbonilo reactivo. 
E verificaram que a piridoxamina apresenta a capacidade de inactivar desoxihe-
xosas e formar ácidos polihidroxicarbonados.
Este mecanismo de acção da piridoxamina reforça a teoria de que a diminuição 
dos níveis de CML obtida neste ensaio experimental pode dever-se a reacção 
com intermediários carbonilos.
Diversos estudos têm sido desenvolvidos com o intuito de verificar a acção 
inibitória da piridoxamina na formação de AGEs.
Degenhart et al, (Degenhart et al, 2002) e Alderson et al, (Alderson et al, 2003), 
demonstraram que a piridoxamina inibe a formação de AGEs, designadamente, 
CML e CEL in vivo e retarda o desenvolvimento de nefropatia em modelos animais 
diabéticos STZ e Zucker, respectivamente. Porém, Alderson e colaboradores 
(Alderson et al, 2003), demonstraram ainda que a piridoxamina reduz a rigidez 
da aorta e de arteriolas renais.  
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Ornato e colaboradores (Ornato et al, 2000) também observaram que a piri-
doxamina inibe a formação de CML e CEL. Stitt et al, (Stitt et al, 2002) verificou 
que a piridoxamina retarda a retinopatia e a acumulação de CML na estrutura 
vascular da retina.
Os resultados dos estudos mencionados estão de acordo com o resultado ob-
tido neste estudo, a diminuição dos níveis de CML promovida pela piridoxamina.
Os elevados níveis de CML observados no modelo animal diabético nes-
te estudo podem ser associados com os elevados níveis de peroxidação 
lipídica igualmente observados. Uma vez que a peroxidação lipídica forma 
compostos carbonilo reactivos que reagem com as proteínas e formam ALEs. 
O CML que pode ser formado através de glicação ou atrvés de peroxidação lipí-
dica (Schalkwijk, 2007). Assim, nestes estudos os níveis de peroxidação lipídica 
e CML estão correlacionados e de acordo com este estudo. 
O RAGE participa numa grande diversidade de patologias como é o caso da 
diabetes. Asssim, torna-se um alvo biológico atractivo no tratamento das doenças 
a que se associa (Raucci et al, 2008).
 Os níveis de expressão de RAGE, um receptor para AGEs foram avaliados, e 
ocorreu um aumento da sua expressão no grupo diabético relativamente ao grupo 
W controlo, de acordo com o esperado. 
Outros estudos em modelos animais diabéticos mostram uma elevada ex-
pressão de RAGE no endotélio vascular (Hudson et al, 2002). Comparando o 
modelo animal diabético com o modelo animal sujeito ao tratamento com piri-
doxamina verificou-se uma clara diminuição dos níveis de expressão de RAGE. 
Esta diminuição pode dever-se à capacidade da piridoxamina em interagir com inter-
mediários carbonilo e diminuir os níveis de CML como foi comprovado neste estudo, 
através da avaliação dos níveis de CML. O CML, por sua vez é um ligando do RAGE 
(Kalea et al, 2009) e os seus níveis são reduzidos neste grupo de animais, o que 






Os resultados do presente estudo sugerem a importância do stress oxidativo e dos 
AGEs na patogénese da disfunção endotelial e os efeitos benéficos da piridoxamina.
Neste estudo verificou-se que a diabetes tipo 2 está na base da disfunção en-
dotelial e ocorre em estados precoces desta patologia.
O tratamento com piridoxamina melhorou os níveis de triglicerídeos nos animais 
tratados, contudo não modificou a concentração sanguínea de glicose em jejum 
diminuindo apenas a glicemia às 2 horas após sobrecarga glicosada.
Demonstrou-se que nesta fase os animais diabéticos apresentavam níveis 
elevados de peroxidação lípidica, avaliados pelosníveis de 8-isoprostanos. 
Verificou-se que a piridoxamina diminui os níveis de 8-isoprotanos, e por con-
seguinte a peroxidação lipídica, possivelmente através da interacção com os 
produtos que se formam durante este processo. 
Os resultados demonstraram uma diminuição da vasodilatação depen-
dente do endotélio em resposta a acetilcolina neste modelo animal diabéti-
co o que demonstra que a função endotelial se apresentava comprometida. 
Verificou-se também que o tratamento com piridoxamina melhorou o relaxamento 
dependente e independente do endotélio porventura, através da actividade antioxi-
dante de scavenging ROS da piridoxamina. Os resultados obtidos para os níveis de 
expressão da VASP sugerem que os animais diabéticos apresentavam alterações 
na via de sinalização NO/cGMP o que reforça a ideia que estes animais apresenta-
vam disfunção endotelial. De salientar que o tratamento com piridoxamina melhorou 
os níveis de expressão de VASP, revertendo as alterações na sinalização NO/cGMP 
e por conseguinte no vasorelaxamento das células musculares lisas.Este resultado 
reforça a ideia de que a piridoxamina apresenta a capacidade de scavenging ROS.
Nesta fase inicial de diabetes tipo 2 não se verificaram alterações 
na expressão da eNOS. Constatando-se que a eNOS não é o princi-
pal alvo dos ROS na disfunção endotelial associada à diabetes tipo 2. 
Neste estudo comprovou-se o potencial efeito inibitório na formação de AGEs, 
nomeadamente CML, por parte da piridoxamina em animais GK diabéticos. 
E a subsequente redução dos níveis de expressão do respectivo receptor, RAGE, 
em animais diabéticos tratados.
Em suma, os resultados obtidos neste estudo são de extrema importância, no trata-
mento da disfunção endotelial evitando que esta se agrave e progrida para ateroscle-
rose. A piridoxamina demonstrou ter um impacto positivo nos marcadores de stress 
oxidativo, glicação e de vasorelaxamento do endotélio, componentes que são essen-
ciais nas alterações observadas na disfunção endotelial associada à diabetes tipo 2. 
Na globalidade, os resultados reforçam o potencial farmacológico da piridoxamina 
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